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AVANT-PROPOS 
 
Les maladies cardio-vasculaires (MCV) représentent actuellement un enjeu majeur de santé 
publique. Avec plus de 17 millions de décès par an, elles sont aujourd’hui la première cause 
de mortalité mondiale selon l’Organisation Mondiale de la Santé. (Rapport sur la situation 
mondiale des maladies non transmissibles 2010). 
Il existe une grande inégalité entre les pays et les populations dans la survenue de ces MCV. 
Sur les deux dernières décennies, les décès par MCV ont diminué dans les pays à revenu 
élevé, mais ont augmenté de manière très rapide dans les pays à revenu faible et 
intermédiaire. Ces différences sont dues au fait que les habitants des pays à revenu faible ou 
intermédiaire sont plus exposés aux facteurs de risque et ont moins facilement accès à des 
services de santé efficaces. (Global atlas on cardiovascular disease prevention and control. 
Geneva: WHO; 2011). 
Les prédictions ne vont pas en faveur d’une inversion de cette tendance car on estime que 
d’ici 2030, près de 23,3 millions de personnes décèderont d’une maladie cardio-vasculaire. Il 
est possible de prévenir la plupart de ces maladies en s’attaquant aux facteurs de risque tels 
que le tabagisme, une mauvaise alimentation, l’obésité, le manque d’activité physique, 
l’hypertension artérielle, le diabète et l’hyperlipidémie. 
 
Par maladies cardiovasculaires, on désigne un ensemble de troubles caractérisés par une 
atteinte des vaisseaux de l’organisme. En particulier des artères coronaires (qui nourrissent 
le muscle cardiaque), des carotides (qui alimentent le cerveau) et des artères irriguant les 
membres inférieurs. Le principal processus sous-jacent aux MCV est l'Athérosclérose. 
Il s’agit d’une obstruction progressive des artères par l’accumulation de lipides et d’éléments 
fibreux. Si cette dernière se forme dans des vaisseaux particulièrement essentiels, tels que 
les coronaires, la carotide, les artères des membres inférieurs, sa rupture conduira à 
l’infarctus du myocarde, l’accident vasculaire cérébral et à l’artériopathie oblitératrice des 
membres inférieurs. 
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L’athérosclérose a tout d’abord été décrite comme une pathologie du métabolisme lipidique 
où le cholestérol plasmatique associé aux lipoprotéines de basse densité (LDL-C) représente 
le facteur de risque majeur de formation des plaques. Le cholestérol associé aux 
lipoprotéines de forte densité (HDL-C) est considéré comme anti-athérogène. 
Les traitements hypocholestérolémiants actuels ont pour stratégie de réduire ce facteur de 
risque majeur : le LDL-C. En effet, l’administration de statines (inhibiteurs de l’HMGCoA-
reductase, enzyme-clé de la synthèse du cholestérol) réduit le LDL-C de 25 à 50% et 
l’incidence des accidents cardio-vasculaires de 20 à 40% (Ridker, Danielson et al. 2008). 
Cette diminution est non-négligeable mais pas satisfaisante pour autant : il y a un risque 
résiduel élevé d’évènement cardiovasculaire chez de nombreux patients (Cziraky, Watson et 
al. 2009). Depuis une dizaine d’années, les recherches explorent des stratégies 
d’augmentation du taux de HDL-C pour lutter contre les maladies cardio-vasculaires. Les 
inhibiteurs de la CETP, proposés comme candidats majeurs dans ce contexte, ont échoué à 
réduire les MCV (Barter, Caulfield et al. 2007). 
 
Ces dernières années, grâce à de nombreuses études sur des modèles animaux, il a été mis 
en avant l’implication de la réponse immuno-inflammatoire dans cette maladie (Libby 2002). 
En effet, une stratégie alternative et/ou complémentaire à la régulation des taux de 
cholestérol plasmatique serait d’agir directement sur les cellules de la plaque d’athérome. 
L’un des phénomènes central lié au développement des plaques à risque est l’accumulation 
de cellules apoptotiques. Les données descriptives ont pu mettre en évidence que le 
macrophage, cellule majoritairement représentée dans les plaques d’athérome, est le plus 
touché par l’apoptose parmi l’ensemble des types cellulaires présents. 
 
Les études précédentes réalisées au sein du laboratoire ont montré que lorsqu’on favorise la 
résistance à l’apoptose du macrophage, on augmente la progression des plaques à un stade 
précoce. Ces résultats suggèrent que l’apoptose est un phénomène protecteur dans les 
lésions précoces, et que la phagocytose des débris cellulaires par le macrophage est efficace. 
A l’inverse, dans des plaques avancées, la résistance des macrophages à l’apoptose limite la 
formation des plaques. Cela suggère que dans les lésions tardives où l’on observe un défaut 
de phagocytose, l’apoptose est délétère.  
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Il est donc possible que les macrophages apoptotiques non éliminés puissent évoluer vers la 
nécrose et induire une augmentation du niveau inflammatoire au sein des lésions (Tabas 
2005) (Van Vre, Ait-Oufella et al. 2012). 
En effet, certains travaux ont pu associer un défaut d’élimination des cellules apoptotiques à 
une augmentation de l’inflammation dans l’athérosclérose. 
 
Ainsi, mon sujet de thèse s’articule entre les deux grandes composantes caractérisant 
l’athérosclérose, le métabolisme lipidique et l’immunité innée. 
Mes travaux de thèse explorent la possibilité de réduire ou d'arrêter la progression des 
lésions préexistantes via la modulation de la durée de vie du macrophage. Dans un second 
temps, l’objectif de ces travaux est de comprendre les mécanismes moléculaires et 
cellulaires impliqués dans l’effet athéroprotecteur.  
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ABRÉVIATIONS  
 
ABCA1 ATP-binding cassette transporter 
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CD Cellules Dendritiques 
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CDP Common Dendritic cell Progenitors 
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Chop  C/EBP homologous protein 
CMH Complexe Majeur d'Histocompatibilité 
CML Cellules Musculaires Lisses 
CMP Common Myeloid Progenitor 
CX3CR1 Chemokine (C-X3-C motif) Receptor 1 
FADD Fas-Associating Death Domain-containing protein 
GMP Granulocyte and Macrophage Progenitors 
HDL  High Density Lipoprotein 
HSPC Hematopoietic Stem cells/Progenitor cells 
ICAM-1 InterCellular Adhesion Molecule 1 
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IDL Intermediate Density Lipoprotein 
LCAT Lecithin-Cholesterol Acyltransferase 
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LDLR  Récepteur aux LDL 
LH Lipase Hépatique 
LOX-1  Lectin-like Oxidized low-density lipoprotein receptor 
LPL Lipoprotéine Lipase 
LRP1 Low density lipoprotein Receptor-related Protein 1 
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MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein 1 
M-CSF Macrophage Colony-Stimulating Factor 
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MDP Macrophage and Dendritic cell Progenitors 
MEC Matrice extracellulaire 
MFG-E8 Milk-fat Globule EGF-factor 8 
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MyRP Myeloid-restricted Progenitors 
NFκB  Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
Nrf2 Nuclear factor (erythroid-derived 2) 
PL  Phospholipides 
PPAR Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 
RCT  Reverse Cholesterol Transport 
SR-A  Scavenger Receptor class-A 
SR-B1 Scavenger Receptor class B member 1 
SRE Stress du Réticulum Endoplasmique 
TG  Triglycérides 
TGFβ Transforming Growth Factor β 
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UPR Unfolding Protein Response 
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1 L’ATHEROSCLEROSE : GENERALITES 
L’évolution de la santé, depuis le 20e siècle jusqu'à aujourd’hui, est caractérisée par une 
baisse des maladies infectieuses et une augmentation de l'espérance de vie. Une vie plus 
longue a entraîné l'augmentation des maladies chroniques, en particulier les maladies 
cardiovasculaires (MCV), devenant les principales causes de morbidité et de mortalité chez 
les adultes dans le monde industrialisé. (Rapport sur la situation mondiale des maladies non 
transmissibles 2010).  
L’athérosclérose est à l’origine de la plupart des accidents cardiovasculaires, qu’il s’agisse 
d’angor stable et instable, d’infarctus du myocarde et de certaines formes d’accidents 
vasculaires cérébraux. 
Leur prévalence devrait croitre dans les prochaines années, principalement en raison de 
l’adoption par des populations jusque-là protégées du mode de vie occidental auquel est 
associé un certain nombre de facteurs de risque. 
1.1 Structure de la paroi artérielle normale 
L’athérosclérose est une maladie des artères où règne une pression élevée, c’est à dire les 
artères de la macrocirculation (grande circulation). La macrocirculation comprend les artères 
proximales, élastiques, de gros calibre (aorte, carotides, iliaques), ainsi que les artères plus 
distales de taille moyenne qui sont de nature musculaire (artères rénales). 
Comme tous les vaisseaux de la macrocirculation, la paroi artérielle est organisée en trois 
tuniques concentriques avec de l’intérieur vers l’extérieur : l’intima, la media et l’adventice 
(Figure 1). 
L’épaisseur relative des différentes couches est variable entre les artères élastiques, 
musculaires et les artérioles. Les artères élastiques, comme l’aorte, reçoivent du sang 
directement du cœur et sont constituées principalement d’élastine. Les artères musculaires 
distribuent le sang aux différents tissus de l’organisme et sont constituées principalement de 
cellules musculaires lisses (Tegos, Kalodiki et al. 2001)  
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Figure 1 : Structure de la paroi artérielle normale 
Artère de moyen calibre et ses trois tuniques : intima, média, adventice 
(D’après Sanofi-aventis France) 
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1.1.1 l’intima ou tunique interne 
Cette tunique est constituée par une fine monocouche de cellules endothéliales aplaties et 
jointives. La couche sous-endothéliale est constituée de macromolécules de la matrice 
extracellulaire. Au cours du vieillissement normal, l’intima s’épaissit par l’accumulation de 
matrice extracellulaire et par la colonisation sous endothéliale de cellules musculaires lisses 
provenant de la media. La couche sous-endothéliale est le site préférentiel de 
développement des lésions d’athérosclérose. 
1.1.2 la média ou tunique moyenne 
La frontière entre intima et media est marquée par la première lame élastique : la limitante 
élastique interne. La media est la tunique la plus épaisse à l’état normal et est caractérisée 
par de nombreuses fibres élastiques plus ou moins épaisses suivant le type d’artères. 
Elastique ou musculaire, la média est constituée d’un seul type cellulaire : les cellules 
musculaires lisses (CML) organisées en unité lamellaires. Ces CML sont entourées de 
macromolécules matricielles, en particulier de collagènes fibrillaires, et limitées par d’autres 
fibres élastiques la limitante élastique externe. 
1.1.3 l’adventice ou tunique externe 
C’est la tunique la plus externe de la paroi artérielle, elle est constituée de collagènes 
fibrillaires associés à des amas de CML. Les éléments caractéristiques de l’adventice sont les 
nerfs et les microvaisseaux appelés« vasa vasorum».  
Dans les états pathologiques épaississant la paroi artérielle, et en particulier l’intima, on 
observe constamment une néogénèse vasculaire avec pénétration des vasa vasorum dans la 
media et l’intima pathologique (vascularisation de la plaque d’athérosclérose). 
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1.2 Définition et Classification de l’Athérosclérose 
1.2.1 Définition 
Le groupe OMS d’étude de la classification des lésions d’athérosclérose s’est réuni en 1957 
afin d’établir une terminologie uniforme de l’athérosclérose. Le groupe a donné à 
l’athérosclérose la définition suivante : L’athérosclérose est une association variable de 
remaniements de l'intima des artères de gros et moyen calibre consistant en une 
accumulation locale de lipides, de glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de 
tissus fibreux et de dépôts calcaires ; le tout s'accompagnant de modifications de la media 
(OMS, 1954).  
Le terme d’athérosclérose reflète les deux principales composantes de la lésion : 
- Athéro du grec athara : « bouillie de farine ou de gruau » correspondant à l’aire 
nécrotique à la base des plaques d’athérosclérose, 
- Sclerosis « durcissement » correspondant à la chape fibreuse au niveau de la bordure 
luminale de la plaque. 
1.2.2 Classification 
Une classification détaillée des différents stades de l’athérosclérose a été proposée par Stary 
(Stary, Chandler et al. 1995) et l' « American Heart Association » qui propose une division 
des évènements pathologiques en six stades de gravité croissante en 1995, puis en huit 
stades en 2000 (Stary 2000). Cette classification suggère que les lésions évoluent avec l’âge 
du sujet en passant successivement d’un type lésionnel au type supérieur. La description 
anatomopathologique moderne de l’athérosclérose retient 3 stades évolutifs : la strie 
lipidique, la lésion fibro-lipidique et la lésion compliquée (Sakakura, Nakano et al. 2013) 
(Figure 2) (Figure3). 
La première lésion initiale correspond à ce que l’on appelle la strie lipidique (type I à III dans 
la classification de Stary). Ce sont des lésions précoces et fréquentes : on peut les rencontrer 
dès l'enfance et ne sont pas associées à des manifestations cliniques. Ces lésions 
apparaissent comme des surélévations linéaires, parallèles au flux sanguin et de couleur 
jaune beurre qui font légèrement saillie dans la lumière artérielle. Dans le premier stade, des 
macrophages isolés dans la couche sous-endothéliale accumulent dans leur cytoplasme des 
lipides et forment ce que l’on appelle des macrophages spumeux.  
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Dans un second temps, les macrophages spumeux se groupent en petits amas dans la 
couche sous-endothéliale de l'intima où ils forment les stries lipidiques. Dans la phase III, des 
lipides extracellulaires s'accumulent en faible quantité à côté des macrophages spumeux. 
Ces stries lipidiques peuvent alors régresser ou évoluer vers la formation de la plaque 
fibreuse. 
 
La plaque fibro-lipidique est de taille variable, jaunâtre, elle fait saillie dans la lumière de 
l'artère. Sa section montre un noyau central lipidique entouré d’une enveloppe fibreuse 
(type IV et V dans la classification de Stary). Le centre lipidique est un mélange de cellules 
spumeuses, de débris cellulaires, de lipides extracellulaires et de cristaux de cholestérol aussi 
appelé noyau nécrotique. La chape fibreuse est constituée de cellules musculaires lisses, 
d’une matrice riche en collagène fibrillaire et en glycoprotéines. Ces lésions sont également 
infiltrées de lymphocytes T, de cellules dendritiques, de macrophages et de mastocytes.  
 
Le stade le plus évolué est la lésion compliquée (type VI dans la classification de Stary). Ce 
terme désigne des lésions qui présentent des modifications ou remaniements 
supplémentaires tels qu’hémorragie, thrombose, ulcération ou dépôts calcaires. La rupture 
de la plaque s’effectue généralement à l’endroit où la chape fibreuse est la plus fine, pauvre 
en fibres de collagène et en CML et où les cellules immunitaires sont les plus nombreuses 
avec un large noyau nécrotique (Silvestre-Roig, de Winther et al. 2014). Ces cellules 
immunitaires induisent une inflammation locale par production de facteurs pro-
inflammatoires et d’enzymes protéolytiques. Les lésions compliquées surviennent 
habituellement après 40 ans et peuvent se traduire par des manifestations cliniques  
« bruyantes » et potentiellement mortelles. 
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Figure 2 : Séquence d'évolution des lésions athéroscléroses de type I à VI selon la classification de Stary 
(D’après Stary H C et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1995;15:1512-1531) 
 
 
Figure 3 : Evolution de la plaque d’athérome et complications cardiovasculaires associées 
(D’après Peter Libby, Nature 420, 868-874) 
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1.3 Conséquences de la plaque et ses complications 
L’évolution de la plaque d’athérosclérose se déroule sur de nombreuses années. 
L’augmentation du volume d’une plaque peut être compensée par une augmentation de 
taille du vaisseau, ce phénomène a été décrit sous le terme de remodelage compensateur 
(Schoenhagen, Ziada et al. 2001). Une lumière artérielle de taille normale est donc tout à fait 
compatible avec l’existence de plaques d’athérosclérose très volumineuses. Toutefois, 
lorsque le remodelage compensateur a atteint son maximum, toute augmentation de taille 
de la plaque retentit sur la lumière artérielle et peut aboutir à une sténose de la lumière 
(rétrécissement de la lumière). La sténose est à la base de l'ischémie, diminution de l'apport 
sanguin artériel à un organe, et donc l'hypoxie des territoires irrigués par l'artère. L’ischémie 
est la manifestation clinique de l’athérosclérose la plus fréquente.  
Dans certains cas, les segments athéroscléreux ne vont pas évoluer vers la sténose mais au 
contraire vers la formation d’anévrisme. L’anévrisme est une dilatation localisée de la paroi 
artérielle aboutissant à la formation d'une poche de taille variable, communiquant avec 
l'artère au moyen d'une zone rétrécie. Lorsqu'il se rompt, l'anévrisme entraîne une 
hémorragie interne pouvant rapidement entraîner la mort par compression d'organes 
vitaux. Les mécanismes physiopathologiques mis en jeu ne sont pas encore tous élucidés 
mais on sait que l’anévrisme est causé par une destruction et une désorganisation des 
éléments structuraux de la matrice extracellulaire et surtout des fibres d’élastine. Les 
enzymes responsables de cette dégradation ont une forte activité protéolytique et 
constituent la famille des métalloprotéinases (Newby 2008; Skjot-Arkil, Barascuk et al. 2010). 
L’origine de l’accident aigu est pratiquement toujours due à une rupture ou une érosion de 
la plaque. La rupture se situe au niveau de la chape fibreuse et met en contact le sang et ses 
protéines de coagulation avec les éléments du centre lipidique pro-coagulants. La 
conséquence est un phénomène de thrombose, formation d’un caillot sanguin. Lorsque la 
thrombose occlue complètement l’artère, cela conduit à une ischémie aiguë du territoire 
d’aval.  
La formation d’un thrombus peut aboutir à la survenue d’embolie athéromateuse, c'est-à-
dire à la migration vers d’autres organes d’un fragment de plaque véhiculé par la circulation 
sanguine. Une fois arrivé dans un vaisseau trop petit pour qu'il continue sa course, il 
s'immobilise et obstrue celui-ci. 
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1.4 Facteurs de risque 
Les facteurs de risque de l'athérome ont été déterminés à partir de l'observation de 
populations, en recherchant les éléments prédictifs de la survenue de maladies liées à 
l'athérome.  
La plus grande étude à l’échelle mondiale, MONItorage des maladies CArdio-vasculaires 
(MONICA) commencée en 1979, menée sur 26 pays, principalement en Europe, aux États-
Unis, au Canada, en Chine et en Australie, a permis de collecter un grand nombre de 
données sur les MCV. Ce projet a permis de mesurer la fréquence et les tendances de ces 
maladies dans le temps ainsi que les facteurs de risques dans différentes populations. 
On oppose les facteurs de risque " modifiables " aux " non modifiables ". Les facteurs de 
risque non modifiables sont le sexe, l’âge et les facteurs héréditaires (cardiopathie, 
dyslipidémies héréditaires) (Go 2013). L'athérome survient plus tardivement chez la femme 
que chez l'homme en moyenne 8 à 10 ans après la ménopause. La fréquence est égalisée 
dans les deux sexes à partir de 65 ans. 
Les facteurs de risque modifiables inclus l'hyperlipidémie (souvent liée aux habitudes 
alimentaires), l'hypertension artérielle, diabète et hyperglycémie, tabagisme, obésité 
viscérale, insulino-résistance). L’hypertension est un des facteurs de risque majeur de 
l’athérosclérose puisqu’elle augmente la tension de la paroi artérielle, ce qui induit une 
dysfonction endothéliale et le recrutement de leucocytes.  
1.5 Transport du cholestérol et des lipides 
Les lipides jouent un rôle central dans la pathogénèse de la plaque d’athérosclérose mais les 
mécanismes impliqués ne sont pas encore bien élucidés. Les données montrent une forte 
corrélation entre les niveaux plasmatiques de lipide et le risque cardiovasculaire.  
Les lipides plasmatiques les plus abondants sont le cholestérol, les triglycérides (TG), les 
acides gras libres (AGL) et les phospholipides (PL). Le cholestérol participe à de nombreuses 
fonctions notamment en tant que composant majeur des membranes cellulaires ou comme 
précurseur pour bon nombre de composés (hormones stéroïdes, vitamine D, oxystérols, 
acides biliaires).  
Chez l’Homme, seule une faible quantité du cholestérol circulant est d’origine alimentaire, 
environ 80 % du cholestérol circulant provient de la synthèse endogène.  
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La plupart du cholestérol retrouvé dans la circulation est sous forme estérifiée (CE), une 
petite fraction restant libre (CL). 
Les TG quant à eux représentent une source d’énergie majeure pour notre organisme. Leur 
synthèse se déroule au niveau intestinal et hépatique puis ils sont transportés dans le 
plasma afin de délivrer des acides gras aux cellules périphériques pour la β-oxydation ou le 
stockage.  
L’hydrophobicité des lipides exige qu’ils soient transportés dans la lymphe et le sang au sein 
d’édifices macromoléculaires, les lipoprotéines (Figure 4). 
Les lipoprotéines sont des structures complexes, le cœur hydrophobe contient du 
cholestérol estérifié et des TG, le manteau se compose de lipides hydrophiles 
(phospholipides, cholestérol libre) et de protéines, les apolipoprotéines (apo). Les 
lipoprotéines sont divisées en plusieurs sous-groupes en fonction de leur taille et de leur 
densité : les chylomicrons, les lipoprotéines de très faible densité, les lipoprotéines 
intermédiaires de faible densité, les lipoprotéines de faible densité et les lipoprotéines de 
haute densité (Daniels, Killinger et al. 2009). 
 
1.5.1 Les chylomicrons (CM) initient la voie entéro-hépatique 
Les chylomicrons assurent le transport des lipides alimentaires, principalement les TG, le 
cholestérol et les PL dans la lymphe et le plasma jusqu’aux tissus pour utilisation ou mise en 
réserve (Figure 5). 
La synthèse des CM s’effectue en deux étapes, la digestion et l’absorption des lipides 
alimentaires par les entérocytes, puis l’assemblage des CM et la sécrétion dans le système 
lymphatique. L’assemblage des CM (esters de cholestérol, phospholipides et triglycérides) se 
fait par une enzyme, la MTP (Microsomal Triglycéride Transfert Protein) dans le réticulum 
endoplasmique des entérocytes. Parmi les apolipoprotéines présentes sur ces particules (les 
apoA, les apoC et l’apoE), l’apoB-48 est la protéine caractéristique du chylomicron car elle 
est synthétisée uniquement par les entérocytes. Ces particules nouvellement synthétisées 
sont sécrétées dans les vaisseaux lymphatiques et rejoignent la circulation sanguine au 
niveau de la veine sous-clavière gauche. 
Les CM peuvent se lier à la lipoprotéine lipase (LPL), enzyme lipolytique ancrée à 
l’endothélium des capillaires sanguins de nombreux tissus périphériques. 
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Figure 4 : Structure générale d’une lipoprotéine 
Le noyau non polaire est composé principalement de triglycérides et d’esters de cholestérol. La surface polaire 
est constituée d’une monocouche de phospholipides, de cholestérol libre et d’apolipoprotéines. 
(D’après Wasan KM, et al. Nature Reviews Drug Discovery. 2008;7(1):84-99). 
 
 
Figure 5 : Transport exogène et endogène du cholestérol. 
(Adapté de Tyler F. Daniels, et al. Int J Biol Sci 2009; 5(5):474-488). 
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La LPL hydrolyse les triglycérides permettant la libération d’acides gras non estérifiés captés 
par les tissus et remodèle les CM en « remnant » de chylomicrons (ChMR). Les ChMR 
perdent les apoA et les apoC et sont enrichies en apoE, essentielle à la clairance de ces 
particules par les hépatocytes. En effet, les souris déficientes pour l’apoE présentent une 
forte élévation des ChMR (Zhang, Reddick et al. 1992). Les ChMR sont catabolisées par les 
hépatocytes par l’intermédiaire d’une interaction de l’apoE avec des protéoglycanes de 
surface comme les héparane sulfates ou d’une endocytose récepteur-dépendante. Le 
récepteur des LDL (LDLR) et le récepteur LRP1 contribuent à la reconnaissance et à 
l’internalisation hépatique des particules résiduelles. Après internalisation, les remnants 
peuvent alors fusionner avec des lysosomes qui induisent une lipolyse et une protéolyse 
quasi complète de ses constituants. 
Le cholestérol sera alors principalement intégré dans de nouvelles lipoprotéines synthétisées 
par le foie, les VLDL ou excrétées dans les canalicules biliaires. 
 
1.5.2 Les lipoprotéines de très faible densité (VLDL) : transport des lipides 
endogènes 
Synthétisées et sécrétées par le foie, les VLDL initient une nouvelle voie de transport des 
lipides, dite endogène puisqu’elle permet le transport des TG et du cholestérol synthétisés 
par le foie vers les tissus périphériques. Ces lipoprotéines sont riches en TG d’origine 
hépatique et possèdent une fraction protéique relativement faible. Celle-ci contient 
essentiellement de l’apoE qui est nécessaire à leur sécrétion, de l’apoB-100 et de l’apoC2. 
Les VLDL vont subir un remodelage lipidique très important durant leur transit dans la 
circulation sanguine. Sous l’action de la LPL endothéliale, les triglycérides vont être 
hydrolysés et les VLDL vont perdre l’apoC2. Une autre protéine participe à ce remodelage, la 
protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP). Cette protéine catalyse le transfert 
réciproque des triglycérides, des VLDL vers les HDL, et des esters de cholestérol, des HDL 
vers les VLDL.  
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1.5.3 Les lipoprotéines intermédiaires de faible densité (IDL) 
Les IDL sont le résultat de la déplétion en triglycérides par la LPL combinée à 
l’enrichissement en esters de cholestérol par la CETP des VLDL.  
Ces lipoprotéines conservent l’apoE et l’apoB-100 qui leur permettent d’être métabolisées 
par les tissus, ou éventuellement recaptées par le foie. L’endocytose des IDL par le foie 
nécessite le LDLR, LRP1 et le VLDLR. La majorité des triglycérides restants sont dégradés par 
l’action de la lipase hépatique (LH) synthétisée et exprimée par le foie conduisant à la 
formation de LDL. 
1.5.4 Les lipoprotéines de faible densité (LDL) : transport du cholestérol 
endogène 
Le cœur hydrophobe des LDL est essentiellement constitué d’esters de cholestérol et très 
peu de triglycérides. Dans la circulation sanguine, sous l’action de la CETP, les LDL sont 
enrichies en esters de cholestérol, et perdent leur teneur en apoE, ne conservant plus que 
l’apoB-100. Les LDL peuvent également subir des modifications chimiques et enzymatiques. 
En effet, l’excès de LDL dans le plasma, associé à une longue demi-vie, va favoriser leur 
infiltration dans l’intima des vaisseaux sanguins. Une fois infiltrées, les LDL subissent alors 
des modifications telles que l’oxydation, la lipolyse, la protéolyse, et sont capables de 
s’agréger au sein de l’intima. 
1.5.5 Les lipoprotéines de haute densité (HDL) : retour du cholestérol au 
foie 
La fonction majeure des HDL est le transport inverse du cholestérol (RCT). Ce terme décrit le 
mouvement du cholestérol depuis les tissus périphériques vers le foie, seul tissu à pouvoir 
cataboliser le cholestérol excédentaire de l’organisme (Figure 6). Ces HDL sont synthétisées 
dans le foie sous forme de particules discoïdales pauvres en lipides et riches en apoA1, les 
préβHDL (Annema and Tietge 2012) (Daniels, Killinger et al. 2009). 
Classiquement, on divise le RCT en 4 étapes distinctes : 
• L’efflux du cholestérol 
Le cholestérol libre en excès peut quitter la cellule par différentes voies, une voie 
dépendante de la présence des transporteurs du cholestérol (mécanisme actif) ou 
indépendante des transporteurs (mécanisme passif). 
24 
 
Le mécanisme actif d’efflux du cholestérol des tissus périphériques est dépendant de la 
présence des transporteurs ABCA1, ABCG1 et SR-B1 à la membrane cellulaire. 
ABCA1 permet le transfert du cholestérol en excès présent dans les tissus périphériques vers 
l’apoA1 libre ou les préβHDL. Le transporteur ABCG1 permet l’efflux du cholestérol vers des 
particules HDL plus matures de type αHDL. Le rôle de SR-B1 dans le RCT et l’efflux de 
cholestérol, notamment depuis les macrophages, reste discuté (Rader, Alexander et al. 
2009). L’apoE semble également impliqué dans le RCT. Une étude in vitro réalisée sur des 
macrophages péritonéaux de souris Apoe-/- ou Apoe+/+ montre que l’efflux de cholestérol est 
diminué en l’absence d’apoE (Langer, Huang et al. 2000). 
• L’étape de maturation des HDL par la LCAT, et le remodelage vasculaire par 
différentes enzymes notamment la CETP et la PLTP (Phospholipid Transfer Protein). La PLTP 
assure l’échange rapide et spécifique des phospholipides des lipoprotéines riches en TG (CM, 
VLDL, IDL) vers les HDL. L’activité de la PLTP permet la formation de HDL de grandes tailles 
conduisant à la libération d’apoA1 pauvres en lipides. 
Au niveau hépatique, les HDL peuvent se lier aux récepteurs SR-B1, par l’intermédiaire 
d’interactions de type protéine-protéine. SR-B1 permet aux hépatocytes de capter de 
manière sélective le CE des HDL. 
• la captation des HDL par le foie 
• l’élimination du cholestérol dans la bile, soit sous forme libre, soit après conversion 
en acides biliaires. 
 
La voie du RCT est cliniquement très importante car elle est antiathérogène, contrairement à 
la voie endogène d’apport qui, en cas d’excès de cholestérol, est proathérogène. Le RCT 
permet de prévenir l’accumulation du cholestérol dans les macrophages, réduisant ainsi le 
risque d’athérosclérose (Rosenson, Brewer et al. 2012). 
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Figure 6 : Transport inverse du cholestérol. 
Le RCT comprend différentes étapes du métabolisme du cholestérol, de l'efflux de cholestérol à partir des 
macrophages à l'excrétion finale de cholestérol dans les fèces en stérols neutres ou après la conversion 
métabolique en acides biliaires (D’après Annema W et al Nutr Metab (Lond). 2012 Mar 29;9(1):25.) 
 
 
 
 
Figure 7 : Le TICE: une voie intestinale d’élimination du cholestérol plasmatique 
impliquant les LDL et les VLDL 
(D’après Le May C et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2013;33:1484-1493) 
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1.5.6 Excrétion trans-intestinale du cholestérol 
En 2007, AE. Van der Velde et coll. apportent la preuve d’une nouvelle voie d’élimination du 
cholestérol, nommée « TICE » pour « TransIntestinal Cholesterol Excretion » (Van der Velde, 
Vrins et al. 2007). Cette voie permet l’élimination directe du cholestérol du sang via l’intestin 
sans passer par la bile. Il a été montré que c’est la voie majoritaire chez la souris dans des 
conditions standards, elle permet l’excrétion de deux fois plus de cholestérol dans les fèces 
que la voie biliaire. Il a également été établie que le TICE suivait un gradient le long de 
l’intestin, il est maximal au niveau de la partie proximale de l’intestin grêle, puis décroit de 
moitié à chaque région anatomique, médiale puis distale, pour être minimale au niveau du 
colon. 
C.Le May a démontré pour la première fois que le TICE est présent chez l’homme, en 
analysant des biopsies d’intestin obtenues au cours d’une chirurgie de l’obésité. Il a 
également mis en évidence que les LDL autant que les HDL peuvent délivrer du cholestérol 
au TICE chez l’humain et chez la souris (Le May, Berger et al. 2013) (Figure 7). 
Ces travaux ouvrent donc de larges perspectives pour le développement de nouveaux 
médicaments qui stimuleraient le TICE afin d’abaisser le LDL- cholestérol, réduire les plaques 
d’athérome et combattre plus efficacement les MCV. 
 
1.5.7 Métabolisme du cholestérol et thérapeutique 
De nombreuses molécules ont été développées en clinique afin d’agir sur les différentes 
étapes du métabolisme des lipides. 
Chez l’homme, le taux de LDL est corrélé avec le risque de MCV et augmente la susceptibilité 
à l’athérosclérose et ses complications.  
Les personnes présentant une dyslipidémie génétique conduisant à une augmentation des 
taux de LDL ont un risque accru de maladie cardiovasculaire. Inversement, lorsque l’on 
diminue les taux de LDL circulant, on diminue le risque d’évènements cardiovasculaires. 
La découverte de la voie des LDL et de la thérapie avec les inhibiteurs de 
hydroxyméthylglutaryl coenzyme A réductase (HMG-CoA réductase), collectivement connus 
sous le nom de statines qui régulent cette voie, sont des victoires remarquables en science 
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et en médecine cardio-vasculaire. Les statines forment une classe d'hypolipidémiants et 
permettent de baisser la cholestérolémie et en particulier le taux de LDL-cholestérol. 
Cependant, même chez les patients traités avec des statines, il subsiste un risque 
cardiovasculaire (Libby 2005). De nouvelles cibles biologiques, notamment PCSK9, enzyme 
permettant la dégradation des récepteurs aux LDL (LDLR), ont été développées 
dernièrement et permettent d’abaisser les taux de LDL à un degré plus élevé que celui 
obtenu sous traitement aux statines. 
Il a également été montré que le taux de HDL est inversement corrélé aux risques de 
maladies cardiovasculaires. De nombreuses approches ont donc été développées afin 
d’augmenter le taux de HDL. La difficulté de cette approche repose sur le fait que les 
particules HDL sont très hétérogènes, que le métabolisme des HDL comporte plusieurs 
étapes et que les HDL s’associent avec de nombreuses protéines. Les traitements diminuant 
les taux de LDL cholestérol restent donc aujourd’hui les plus efficaces. 
 
1.5.8 Métabolisme murins et modèles d’athérosclérose 
Les souris présentent un intérêt certain en recherche médicale puisqu’elles ont un fond 
génétique bien connu et homogène pour une même lignée. Cependant, pour l’étude de 
l’athérosclérose, le modèle murin présente quelques limitations car le profil des 
lipoprotéines plasmatiques chez la souris est très différent de celui de l'homme. Le 
cholestérol circulant est principalement véhiculé dans les HDL chez la souris, alors que chez 
l’homme, ce cholestérol est principalement véhiculé par les LDL. C'est probablement la 
raison principale qui fait que les souris de type sauvage ne développent pas d’athérosclérose 
contrairement à l’homme. Ce profil lipoprotéique différent est dû à l'absence de la CETP 
chez la souris. 
De plus, la souris n'absorbe pas de manière significative le cholestérol alimentaire tandis que 
l'homme absorbe environ 50% du cholestérol alimentaire total par les entérocytes (Daniels, 
Killinger et al. 2009). Un remodelage drastique du profil lipoprotéique est donc nécessaire 
pour induire le développement des lésions chez des souris sauvages.  
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Une révolution dans la recherche sur l'athérosclérose a eu lieu dans les années 1980 lorsque 
le laboratoire de Breslow a commencé via des techniques de transgénèses à créer des 
modèles de souris avec un métabolisme lipidique humanisé. Avec la technique d'inactivation 
d’un gène par recombinaison homologue « knock out » est venu la possibilité de modéliser 
d’importants aspects du métabolisme lipidique humain chez des souris. La plupart des 
modèles de souris de l'athérosclérose proviennent de deux modèles de base : les souris 
déficientes pour l'apolipoprotéine E (Apoe-/-) créées en 1992 et les souris déficientes pour le 
récepteur aux LDLR (LDLr -/-) créées en 1993. 
L’apoE est l’apolipoprotéine des chylomicrons, des VLDL et des HDL, et agit comme un ligand 
pour la clairance de ces particules via des récepteurs. Les souris déficientes en apoE ont 
donc des taux élevés de chylomicrons et de VLDL, leurs taux plasmatiques de cholestérol 
sont 4 à 5 fois plus élevés que la normale et développent des lésions d’athérosclérose de 
manière spontanée. Le LDLR permet la reconnaissance de l’apoB et de l’apoE à la surface des 
LDL et des IDL. Il permet donc la clairance de ces lipoprotéines de la circulation par un 
mécanisme d’internalisation. Les souris déficientes en LDLR présentent donc un fort taux 
plasmatique de ces lipoprotéines athérogéniques. Les souris LDLr-/- ont des taux 
plasmatiques de cholestérol moins élevés que les souris Apoe-/- mais avec tout de même 2 
fois le taux normal et ont besoin d’un régime riche en cholestérol (le régime «occidental» ; 
Western Diet) pour développer l'hypercholestérolémie et l’athérosclérose. 
Par la suite, de plus amples recherches ont conduit à la génération d’autres modèles de 
souris génétiquement modifiés pour l’étude du métabolisme lipidique. Parmi eux, les souris 
déficientes en lipase hépatique, utilisées pour l’étude du métabolisme des HDL, les souris 
exprimant le transgène de l’apoB100 humaine pour l’étude du métabolisme des LDL et les 
souris exprimant la CETP humaine permettant d’obtenir un profil lipoprotéique humanisé 
(Breslow 1996; Kapourchali, Surendiran et al. 2014). 
 
 
 
29 
 
1.6 Concept actuel de l’athérogénèse 
L’endothélium, localisé sur la face interne de tous types de vaisseaux, est constitué d’une 
monocouche de cellules endothéliales. La zone de contact intercellulaire endothéliale 
contient des structures jonctionnelles spécifiques, essentielles au contrôle de la perméabilité 
vasculaire aux fluides, aux molécules et à la transmigration de plusieurs types de globules 
blancs. Parmi les forces physiques importantes agissant sur les cellules endothéliales, la 
contrainte de cisaillement, définie comme la force de friction induite par le flux sanguin à la 
surface endothéliale, peut moduler la morphologie des cellules endothéliales. Dans les 
artères où le flux sanguin est uniforme et laminaire, les cellules sont ellipsoïdes, alignées 
dans la direction de l'écoulement. Les cellules présentes dans les régions de ramification 
artérielle ou de courbure (bifurcation carotidiennes), où l'écoulement est perturbé, ont des 
formes polygonales et sans orientation particulière. Ces dernières ont alors une perméabilité 
augmentée à des macromolécules telles que les LDL et sont des sites préférentiels pour la 
formation des lésions d’athérosclérose (Gimbrone and Garcia-Cardena 2013) (Figure 8). 
Un changement de perméabilité des cellules endothéliales (dysfonction endothéliale) ainsi 
qu’une augmentation des taux circulants de LDL sont les évènements initiant 
l’athérosclérose. Les LDL peuvent diffuser passivement au travers des jonctions cellulaires 
endothéliales, leur rétention dans l’intima implique des interactions entre l’apoB des LDL et 
les composants de la matrice extracellulaire (collagène, élastine, protéoglycane) (Skalen, 
Gustafsson et al. 2002; Tabas, Williams et al. 2007). Ces LDL retenus dans l’intima vont subir 
des modifications comme l’oxydation, la protéolyse, la lipolyse et l’agrégation. Parmi les 
facteurs impliqués dans ce processus de modification des LDL, on trouve des dérivés réactifs 
de l'oxygène (reactive oxygen species en anglais, ROS) produits par les cellules endothéliales 
et les macrophages. Plusieurs enzymes pourraient être également impliquées, la 
myéloperoxydase, la sphingomyélinase et une phospholipase de type sécrétée. La 
myéloperoxydase génère des espèces très réactives qui se lient aux macrophages via des 
récepteurs scavengers (Lusis 2000). La sphingomyélinase favorise l'agrégation des 
lipoprotéines conduisant à leur rétention dans la paroi artérielle et donc à une meilleure 
absorption par les macrophages. Enfin, la phospholipase A2 de type sécrétée (groupe II de la 
sPLA2) favorise l'oxydation des LDL. 
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De nombreuses données expérimentales montrent que les LDL oxydées (LDLox) présentes 
dans la paroi artérielle favorisent le développement de l’athérosclérose (Steinberg and 
Witztum 2010). Cependant, les preuves directes de la participation à l’athérosclérose de 
l'oxydation des LDL chez l'homme restent modestes.  
L’accumulation des LDL modifiées active les cellules endothéliales et entraine leur 
production de nombreuses molécules pro-inflammatoires. Il s’agit de molécules d’adhésion 
(ICAM-1, VCAM-1), de facteurs de croissance (M-CSF) et de chimiokines (MCP-1, 
CX3CL1=Fractalkine). Il en résulterait une augmentation de l’adhésion des monocytes 
circulants à la paroi endothéliale, qui migreraient ensuite au travers des jonctions cellulaires 
endothéliales par diapédèse jusqu’à l’espace sous-endothélial. Une fois dans le tissu artériel, 
les monocytes se différencient en macrophages. 
Les LDL modifiées sont reconnues comme « signal de dommage » via des récepteurs de 
reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) présents à la surface des cellules de l’immunité 
innée. Les récepteurs scavengers qui sont un type de PRR sont présents à la surface des 
macrophages et permettent l’internalisation des LDL modifiées, principalement SR-A et 
CD36. Les macrophages évoluent ainsi en cellules spumeuses. Ces cellules sont caractérisées 
par la présence de nombreuses gouttelettes cytoplasmiques d’esters de cholestérol dérivées 
du cholestérol des LDL (critère pathologique des lésions de type I et II de la classification de 
Stary).  
En plus des récepteurs scavengers, les macrophages expriment des récepteurs de type TLR 
(Toll-like receptors) capables de reconnaitre des motifs moléculaires associés aux 
pathogènes d’origine très diverse (bactérie, virus, parasite) et de nature variée (protéine, 
ose, acide nucléique). Les TLR activent des voies de signalisation (MyD88/IRAK et MAPK) qui 
elles-mêmes activent des facteurs de transcription pro-inflammatoires comme le NF-κB 
permettant la production de cytokines (interleukin-1, TNF-α). Les modèles murins déficients 
en TLR2, TLR4 ou MyD88 exposés à des ligands de ces TLR comme des lipopeptides ou du 
LPS montrent une diminution de la formation des plaques. Ces résultats suggèrent que les 
macrophages peuvent êtres stimulés par diverses molécules (LDLox, HSP, molécules de la 
matrice extracellulaire) induisant l’activation des TLR au cours de l’athérosclérose 
(Leibundgut, Witztum et al. 2013). L’activation de ces TLR des macrophages lésionnels 
augmente donc l’inflammation locale de la plaque.  
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Figure 8 : Concept actuel de l’athérogénèse 
(Adapté de Peter Libby et al, Nature, 2011 473, 317–325). 
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D’autres cellules comme les lymphocytes, les cellules dendritiques sont capables d’infiltrer la 
plaque d’athérosclérose. L’activation des cellules T par les cellules dendritiques entraine une 
cascade d’activation conduisant à l’expression d’une série de cytokines, de molécules de 
surface cellulaire et d’enzymes. Les lésions d’athérosclérose contiennent des cytokines 
produites par les LT ayant un profil plutôt pro-inflammatoire (réponse Th1). Ces cytokines 
activent les macrophages et les cellules dendritiques qui à leur tour produiront d’autres 
cytokines pro-inflammatoires. 
De multiples médiateurs lipidiques et protéiques comme les lipoxines, les resolvines et les 
protectines sont alors induits afin de résoudre l’inflammation (Libby, Tabas et al. 2014). 
Ces médiateurs permettent de bloquer le recrutement et d’augmenter la sortie des 
leucocytes de la plaque, de réduire la production de cytokines pro-inflammatoires, 
d’augmenter la clairance des débris cellulaire et des cellules apoptotiques. Au cours de 
l’athérosclérose, la persistance du stimulus inflammatoire, associée à une déficience des 
mécanismes de résolution de l’inflammation, conduit à la progression des lésions 
d’athérosclérose. 
La formation de la plaque d’athérosclérose implique également le recrutement de CML. 
Après avoir migré de la media vers l’intima, les cellules musculaires lisses prolifèrent, 
synthétisent et sécrètent en abondance les protéines de la matrice extracellulaire (collagène, 
élastine). Ces protéines de la MEC forment une chape fibreuse qui recouvre la plaque.  
La chape fibreuse contient beaucoup de macrophages spumeux qui meurent par apoptose 
en libérant leur contenu lipidique dans l’espace extracellulaire. La clairance inefficace de ces 
cellules apoptotiques par les cellules environnantes (processus appelé efférocytose) 
augmente l’accumulation des débris cellulaires et des lipides extracellulaires formant ce que 
l’on appelle le noyau nécrotique (Tabas 2010). En plus des macrophages, les CML de la chape 
fibreuse sont également sensibles à l’apoptose, ce qui pourrait expliquer l’instabilité de 
certaines plaques (Libby, Ridker et al. 2011). 
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1.7 Mécanismes de l’apoptose et son rôle dans l’athérosclérose 
1.7.1 La mort cellulaire 
L’homéostasie d’un type cellulaire donné est régulée par l’équilibre entre la prolifération des 
cellules et l’induction de leur mort par apoptose.  
L’apoptose ou mort cellulaire programmée est caractérisée par une condensation 
cytoplasmique et chromatinienne, fragmentation de l’ADN, bourgeonnement de la 
membrane plasmique et perte de l’asymétrie membranaire (externalisation de la 
phosphatidylsérine membranaire). Elle peut être déclenchée par une grande variété de 
signaux intrinsèques et extrinsèques, et est caractérisée par le maintien de l’intégrité de la 
membrane plasmique. A un stade plus avancé, la cellule se morcelle et libère des corps 
apoptotiques qui sont des fragments de cytoplasme entourés de membrane plasmique 
pouvant contenir de la chromatine. 
Dans les conditions physiologiques, les cellules et les corps apoptotiques sont rapidement 
épurés par les phagocytes tissulaires et ne provoquent pas de réponses inflammatoires. 
Cette voie de mort cellulaire programmée permet d’éliminer les cellules produites en excès, 
les cellules qui se sont développées de manière anormale ou encore les cellules ayant subi 
des anomalies génétiques. L’apoptose est impliquée dans plusieurs processus physiologiques 
comme le développement embryonnaire et post-natal (la formation des doigts par 
destruction des tissus interdigitaux, le développement du système nerveux), le 
développement du système immunitaire (constitution du répertoire des LT par sélection 
clonale dans le thymus), la réponse immunitaire (élimination de cellules infectées par un 
virus, élimination de cellules malignes) ainsi que le renouvellement tissulaire (épithélium 
intestinal).  
 
La mort cellulaire programmée s’oppose à la nécrose, qui constitue un cas de mort « 
accidentelle ». La mort des cellules par nécrose est une forme pathologique de mort 
cellulaire qui résulte d’une profonde altération des fonctions de la cellule, que ce soit des 
dommages physiques, chimiques ou osmotiques. La nécrose se caractérise par une entrée 
d’eau et d’ions extracellulaires dans la cellule, menant à un rapide gonflement du noyau et 
de la cellule, une destruction des organites et une rupture de la membrane plasmique.  
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Du fait de la perte d’intégrité de la membrane plasmique, le contenu cytoplasmique de la 
cellule, dont les protéases lysosomales, est déversé dans l’environnement extracellulaire. 
Ainsi, in vivo, la mort par nécrose est souvent associée à une atteinte des tissus environnants 
et à une intense réaction inflammatoire.  
 
1.7.2 Les différents acteurs de l’apoptose 
Deux voies majeures d’induction de l’apoptose ont été décrites, la voie des récepteurs de 
mort (récepteurs à death domain) ainsi que la voie mitochondriale (Hengartner 2000). 
La voie mitochondriale d’apoptose répond à des signaux intrinsèques comme l’atteinte de 
l’ADN de la cellule à la suite d’une irradiation aux UV et γ, un stress oxydatif ou une 
déplétion en facteurs de croissance. 
La voie des récepteurs à death domain, de la famille des récepteurs du TNF (tumor necrosis 
factor) est activée par des signaux extrinsèques comme la liaison des ligands, TNFα, FasL, 
TRAIL-R (TNF Related Apoptosis Ligand-R), DR6 (Death Receptor 6) avec leur récepteur 
respectif (TNFR, Fas). 
Ces deux voies majeures permettent l’activation des protéines essentielles au déroulement 
de l’apoptose, les caspases.  
 
1.7.2.1 Les caspases 
Un évènement clé dans le déclenchement de l’apoptose est l’activation d’un ensemble de 
protéases appelées caspases. Les caspases appartiennent à la famille des cystéines 
protéases, enzymes catalysant de manière spécifique le clivage de résidus aspartate en C-
terminal. 
Les caspases sont exprimées sous forme de précurseurs inactifs, zymogène ou procaspases, 
constitués de trois parties : un prodomaine à l’extrémité N-terminale, suivi d’une grande 
sous-unité p20 et d’une petite sous-unité p10. L’activation des caspases nécessite un clivage 
entre les deux sous-unités et l’élimination du prodomaine suivis de l’assemblage des sous-
unités en hétérodimère. Deux hétérodimères vont ensuite s’associer pour former la caspase 
active qui possède deux sites actifs fonctionnant indépendamment l’un de l’autre (Figure 9). 
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Figure 9 : Exemple d’une voie d’activation des caspases : l’activation par clivage. 
(D’après Ribe EM, Biochem J. 2008 Oct 15;415(2):165-82) 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Les différents groupes de caspases 
(D’après Ribe EM, Biochem J. 2008 Oct 15;415(2):165-82) 
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Les caspases peuvent être subdivisées en trois grands groupes selon leur site spécifique de 
reconnaissance du substrat, selon leur structure ou selon leur fonction biologique (Figure10). 
Le premier groupe comprend les caspases -1,-4 -5 -11 -12 et -14 qui contrôlent les réponses 
inflammatoires et ne jouent pas de rôle important dans l’apoptose.  
Les deux autres groupes sont constitués des caspases impliquées dans l’apoptose, avec 
d’une part les caspases initiatrices et d’autre part les caspases effectrices. Les caspases 
initiatrices regroupent les caspases activées suite à des signaux extra- ou intracellulaires (-2,-
8,-9,-10). Elles possèdent généralement un long prodomaine contenant un des deux motifs 
caractéristiques : DED ou CARD. Par l’intermédiaire de ces domaines, elles sont recrutées au 
niveau de complexes protéiques de signalisation puis auto-activées. Une fois activées, les 
caspases initiatrices vont à leur tour activer les caspases effectrices -3,-6 et -7. Ces dernières 
sont caractérisées par un prodomaine de petite taille et clivent un certain nombre de 
substrats dans la cellule.  
Les caspases initiatrices jouent un rôle dans l’amplification du signal d’apoptose en clivant et 
en activant d’autres caspases initiatrices, qui à leur tour cliveront et activeront les caspases 
exécutrices. L’activation des caspases initiatrices peut aussi résulter d’une association avec 
des molécules adaptatrices comme Apaf-1 ou FADD formant ainsi des complexes 
multiprotéiques appelés Apoptosome ou DISC. La formation de ces complexes active les 
caspases initiatrices qui vont alors activer les caspases effectrices. 
Environ une centaine de substrats des caspases effectrices a été identifiée, de nature très 
variée. Ces molécules cibles sont responsables des changements morphologiques observés 
lors de l’apoptose : 
• Protéines impliquées dans l’assemblage du cytosquelette avec les membranes 
cellulaires comme la gelsoline ainsi que des protéines structurales de la membrane nucléaire 
et de la chromatine comme la lamine.  
• Protéines de fragmentation de l’ADN, la CAD (caspase-activated DNAse ou DFF40 
pour DNA fragmentation factor). 
• Protéines impliquées dans le maintien du pool cellulaire d’ATP, quantité nécessaire 
pour le processus apoptotique. 
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1.7.2.2 Deux voies majeures d’apoptose dans les cellules de mammifères 
• La voie extrinsèque : engagement des récepteurs de mort  
L’apoptose est ici déclenchée par des signaux provenant de l’environnement de la cellule. 
Certains des récepteurs de mort ont la particularité de posséder dans leur portion 
intracellulaire une région conservée appelée le « domaine de mort » (DD, death domain), un 
motif protéique nécessaire à la transmission du signal de mort par ces récepteurs. 
L’oligomérisation du récepteur de mort suite à la liaison de son ligand induit le recrutement 
à la membrane de protéine adaptatrice comme FADD, une protéine cytoplasmique 
ubiquitaire qui contient un domaine de mort. FADD contient également un domaine 
effecteur de mort (DED), grâce auquel il attire la pro-caspase 8. Le complexe multiprotéique 
formé à la membrane par Fas, FADD et la caspase 8, a été appelé le DISC (complexe de 
signalisation d'induction de la mort cellulaire). Ce complexe permet l’activation de la caspase 
8 qui va à son tour activer des caspases effectrices telles que les caspases -3, -6 et -7 (Figure 
11). 
• La voie intrinsèque : engagement de la mitochondrie 
Cette voie est activée en réponse à des signaux intracellulaires ou par la dérégulation de la 
transduction de signaux contrôlant la prolifération cellulaire. Dans une cellule engagée dans 
un processus de mort cellulaire, on observe une perméabilisation des membranes 
mitochondriales qui induit une chute du potentiel transmembranaire mitochondrial. Cette 
perméabilisation est régulée par une famille de protéines, la famille Bcl2, et permet la 
libération de protéines pro-apoptotiques de l’espace intermembranaire vers le cytosol.  
Une de ces protéines, le cytochrome c interagit dans le cytosol avec la protéine Apaf-1 et la 
forme zymogène de la caspase 9, formant ainsi, en présence d’ATP, un complexe 
multiprotéique appelé apoptosome à l’origine du clivage et donc de l’activation de la pro-
caspase 9. Cette dernière activera à son tour d’autres caspases effectrices comme les 
caspases 3 ou 7 (Tait and Green 2010). D’autres protéines sont libérées par la mitochondrie, 
elles sont regroupées sous le nom générique de SIMP (soluble inter-membrane 
mitochondrial proteins) et possèdent toutes une activité pro-apoptotique. La protéine 
Smac/DIABLO, quant à elle, se lie aux protéines inhibitrices de l’apoptose (IAP) et les 
inactivent (Figure11). Les deux voies d’activation sont liées par la formation de tBid, un 
fragment de la molécule Bid engendré à la suite du clivage par la caspase 8. 
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1.7.2.3 Les protéines de la famille Bcl-2 
 
Les membres de la famille Bcl-2 (B cell leukemia/lymphoma 2) régulent la perméabilisation 
de la membrane externe mitochondriale, un élément clé dans la voie mitochondriale de 
l’apoptose. 
Au vu de leur fonction intracellulaire, les protéines de la famille Bcl-2 peuvent être divisées 
en deux sous-groupes aux rôles opposés : les protéines anti- et les protéines pro-
apoptotiques (Tait and Green 2010) (Figure 12). 
La quantité relative de ces deux sous-ensembles déterminera la susceptibilité de la cellule à 
entrer en apoptose. Un déséquilibre de ces protéines peut induire une accumulation ou une 
perte cellulaire conduisant à des pathologies telles que le cancer, les maladies auto-
immunes, une immunodéficience, l’infertilité et des pathologies neurodégénératives. 
Ces protéines possèdent dans leur séquence protéique quatre domaines appelés domaines 
BH (Bcl-2 homology) 1 à 4. Les molécules anti-apoptotiques comme Bcl-2, Bcl-W, Bcl-XL, Mcl-
1, Bcl-2 A1 possèdent les quatre domaines BH1, BH2, BH3, BH4. 
Les facteurs pro-apoptotiques de cette famille sont divisés en deux sous-groupes :  
Le premier groupe contient des protéines avec les domaines BH1, BH2 et BH3 dont Bak et 
Bax tandis que le deuxième groupe contient des protéines avec un seul domaine BH3 
comme Bad, Bim, Bid). Ces protéines sont surnommées « BH3 only ». 
 
Les molécules anti-apoptotiques préservent l’intégrité de la membrane externe 
mitochondriale par interaction directe avec les molécules pro-apoptotiques responsables de 
la perméabilisation de la membrane et donc de l’apoptose.  
En condition d’apoptose, les protéines Bak et Bax sont les effecteurs de la perméabilisation 
membranaire. Bak et Bax sont activés par les protéines à domaine BH3 comme (BID et BIM). 
Une fois activés, Bak et Bax forment à la surface de la membrane un pore protéo-lipidique, 
d’une largeur suffisamment grande pour laisser passer la majorité des protéines solubles de 
l’espace inter-membranaire vers le cytosol comme le cytochrome c essentiel pour la 
formation de l'apoptosome et pour l'activation des caspases (Lama and 
Sankararamakrishnan 2008; Akl, Vervloessem et al. 2014; Czabotar, Lessene et al. 2014). 
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Figure 11 : Deux voies majeures d’apoptose : la voie des récepteurs de mort et la voie mitochondriale 
(Adapté de Tait SW et al, Nat Rev Mol Cell Biol. 2010 Sep;11(9):621-32) 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 : Membres de la famille Bcl-2 
(Adapté de Tait SW et al, Nat Rev Mol Cell Biol. 2010 Sep;11(9):621-32) 
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Bak et Bax sont également impliqués dans l’initiation de l’apoptose au niveau du réticulum 
endoplasmique où ils induisent la libération d’ions calcium permettant l’activation des 
caspases (Zong, Li et al. 2003). 
Les études sur des modèles de souris transgéniques ont permis de clarifier la fonction de ces 
membres de la famille Bcl-2, à la fois dans des conditions physiologiques et pathologiques. 
La fonction pro-apoptotique de Bcl-2 a été découverte dans les années 1980 et 1990 à partir 
de lymphome folliculaire humain. Dans différents types cellulaires, comme les LT et les LB, il 
a été montré que la surexpression des molécules anti-apoptotiques de la famille de Bcl2 
permet une résistance à divers stimuli apoptotiques (McDonnell, Deane et al. 1989; Strasser, 
Harris et al. 1991). 
Plus récemment, plusieurs équipes ont observé le rôle de la molécule anti-apoptotique  
Mcl-1 dans la survie des cellules hématopoïétiques et notamment le développement et la 
maintenance des LT, des LB et des plasmocytes (Opferman, Iwasaki et al. 2005; Vikstrom, 
Carotta et al. 2010; Peperzak, Vikstrom et al. 2013). Par ailleurs, une déficience en Bcl-XL 
conduit à une mort par apoptose massive des précurseurs hématopoïétiques (Motoyama, 
Wang et al. 1995). 
A l’inverse, une déficience en molécules pro-apoptotiques induit un excès de cellules 
myéloïdes et lymphoïdes démontrant un rôle important de l’apoptose dans l’homéostasie 
des cellules hématopoïétiques (Fischer, Bouillet et al. 2007). 
 
1.7.3 Apoptose et Athérosclérose 
La notion de mort cellulaire dans l’athérosclérose a été évoquée très tôt au cours des 
découvertes sur la pathogénèse de la maladie. De nombreuses études ont montré la 
présence de cellules apoptotiques dans les plaques d’athérosclérose humaines (Geng and 
Libby 1995; Isner, Kearney et al. 1995; Bjorkerud and Bjorkerud 1996). Aujourd’hui, il est 
clairement établi que la mort cellulaire par apoptose est un évènement majeur des plaques 
d’athérosclérose. 
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MM. Kockx et coll. ont mis en évidence que les lésions avancées contrairement aux lésions 
précoces sont gorgées de cellules apoptotiques.  
Il a aussi été montré que ces cellules apoptotiques sont localisées au niveau de régions 
infiltrées par les macrophages (Kockx, De Meyer et al. 1998). Bien que la majorité des 
cellules apoptotiques retrouvées au niveau des lésions soient des macrophages, d’autres 
types cellules sont affectés : les cellules vasculaires (endothéliales et cellules musculaires 
lisses), ainsi que les lymphocytes T (Mallat and Tedgui 2000; Tabas 2005). 
Au cours de l’athérosclérose, il semblerait que la mort cellulaire joue un rôle primordial sur 
la progression des lésions. Ceci s’explique par le fait que la perte d’un type cellulaire a des 
effets directs dus à son absence et donc à son incapacité à assurer ses fonctions. En effet, les 
CML présentes au sein de la plaque sont nécessaires pour la synthèse des fibres de collagène 
et la stabilisation de la chape fibreuse. L’apoptose de ces cellules augmente donc le risque 
de rupture des plaques par la diminution du nombre de CML viables. 
L’apoptose du macrophage dans les lésions d’athérosclérose est multi-factorielle. Parmi les 
causes possibles d’induction, il y a les lipoprotéines oxydées, la cytotoxicité due au 
cholestérol libre, la privation en facteurs de croissance, ainsi que l’exposition aux cytokines 
inflammatoires (TNFα), et l’oxyde nitrique (Kockx and Herman 2000) (Tabas 2005). Il a 
également été décrit que l’apoptose des macrophages joue à la fois un rôle bénéfique et 
délétère suivant le stade de développement des lésions d’athérosclérose. 
De ce fait, la modulation des facteurs apoptotiques pourrait être une cible thérapeutique 
pour le traitement de l’athérosclérose mais semble très difficile due à la complexité des 
voies de signalisation. Cependant, la modulation d’une population cellulaire via l’apoptose 
est intéressante puisqu’elle permet d’étudier les effets de l’absence ou au contraire de la 
surreprésentation de cette cellule.  
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2 IMMUNITÉ INNÉE ET ATHÉROSCLÉROSE : LIGNÉE MYÉLOÏDE 
Il est ainsi avéré depuis longtemps que de nombreux facteurs ayant trait au métabolisme des 
lipides sont associés à la progression de l’athérosclérose. Le concept d’une association entre 
cellule immune et athérosclérose a été soulevé par Virchow dès 1856 et depuis cette notion 
n’a cessé d’être confortée. En effet, les avancées majeures de ces dernières années, 
concernant le décryptage des mécanismes liés à la formation et à la progression de la plaque 
d’athérome, concernent des aspects immuno-inflammatoires (Garrido-Urbani, Meguenani et 
al. 2014). 
Nous l’avons vu précédemment, l’athérosclérose se caractérise par une inflammation 
chronique de l’intima artérielle marquée par l'accumulation de LDL et de cellules 
apoptotiques. Ce matériel biologique, lorsqu’il n’est pas efficacement éliminé, subit des 
modifications (les LDL s’oxydent et les cellules apoptotiques se nécrosent) le rendant 
fortement inflammatoire et immunogène. Ces structures endogènes modifiées génèrent de 
l’auto-réactivité et sont la cible du système immunitaire inné (cellules NK, neutrophiles, 
granulocytes, macrophages et cellules dendritiques) et adaptatif (lymphocytes T et 
lymphocytes B). Etant donné l’accumulation de ces cellules immunitaires au niveau des 
lésions, étudier le rôle de ces différentes populations afin de mieux comprendre à la fois le 
développement, la progression et la régression des plaques semble primordiale. 
Les cellules composant le système phagocytaire mononuclé sont les monocytes, les 
macrophages et les cellules dendritiques (CD). Ces cellules sont essentielles au maintien de 
l’homéostasie de l’organisme par leur activité de régulation de la réponse inflammatoire et 
immune. Les monocytes, les macrophages et les CDs sont des populations très hétérogènes, 
elles peuvent se différencier en différentes sous-populations. Bien que ces différentes sous-
populations aient été identifiées, un grand nombre de questions subsistent encore 
concernant leur développement, leur homéostasie et leur fonction. 
Afin de répondre à ces questions, au cours des dernières décennies, un certain nombre 
d’outils ont été développés pour cibler de manière spécifique un type cellulaire. Toutefois, la 
grande majorité des méthodes disponibles sont limitées par le fait qu’elles affectent souvent 
plusieurs types cellulaires du système phagocytaire mononucléé (Chow, Brown et al. 2011). 
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2.1 Monocytes 
2.1.1 Les monocytes : Hétérogénéité et Développement 
Les monocytes circulent dans le sang, la rate, le foie et la moelle osseuse. Ils représentent 5 
à 10% des leucocytes circulant chez l’homme et 2 % des leucocytes circulant chez la souris. 
Les monocytes sont des cellules immunitaires effectrices qui ont la propriété de migrer dans 
les tissus en condition inflammatoire et dans les ganglions lymphatiques grâce à des 
récepteurs aux chimiokines et à des molécules d’adhésion présents à leur surface. Ces 
cellules peuvent également sécréter des cytokines et capter des débris cellulaires. 
Les monocytes ont la capacité de se différencier à la fois en macrophages et en cellules 
dendritiques, in vitro et in vivo (Auffray, Sieweke et al. 2009). 
Chez l’homme et la souris au moins deux populations de monocytes ont été décrites et se 
différencient par leur fréquence, leur morphologie et leurs antigènes de surface. 
Chez la souris, les monocytes sont définis par leur expression de Ly-6C, qui est un épitope de 
Gr-1. Les monocytes Ly-6Chigh (Gr-1+) sont CCR2high CX3CR1
low CD62L+, alors que les 
monocytes Ly-6Clow (Gr-1−) sont CCR2low CX3CR1high CD62L−. Ces deux populations de 
monocytes se distinguent également morphologiquement, les monocytes Ly-6Chigh sont des 
cellules larges et granulaires alors que les Ly-6Clow sont plus petites (Geissmann, Jung et al. 
2003). Deux sous populations de monocytes ont également été identifiées chez l’homme, les 
monocytes CD14+ CD16- analogues au Ly-6Chigh chez la souris et les monocytes CD14low CD16+ 
dont le phénotype est semblable au Ly-6Clow de la souris. 
Les différentes sous-populations de monocytes se distinguent par une expression 
différentielle des molécules d’adhésion et des récepteurs aux chimiokines ce qui suggère 
que le mode de trafic vers les tissus est différent (Ingersoll, Spanbroek et al. 2010).  
A l’origine, les monocytes Ly-6Chigh sont dits « inflammatoires » puisque ce sont eux qui 
s’accumulent préférentiellement dans le péritoine en réponse à un stimulus inflammatoire 
(injection intrapéritonéale de thioglycolate). De plus, ces monocytes Ly-6Chigh pourraient 
circuler vers les tissus et transporter les antigènes vers les nœuds lymphatiques (Jakubzick, 
Gautier et al. 2013). 
Par contraste, les monocytes Ly-6Clow sont appelés « résidents » de par leur présence dans le 
sang et dans les tissus périphériques en l’absence d’inflammation.  
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Par la suite, les monocytes Ly-6Clow ont été nommés « patrouilleurs » pour leur fonction de 
surveillance de la surface de l’endothélium et « réparateur » via leur rôle dans le 
rétablissement de l’inflammation après un pic inflammatoire (Hilgendorf and Swirski 2012) 
(Auffray, Fogg et al. 2007) (Carlin, Stamatiades et al. 2013). 
Les monocytes circulants proviennent de la prolifération et de la différenciation d’un 
progéniteur commun aux cellules souches et aux progéniteurs de la moelle osseuse appelée 
HSPC (hematopoietic stem cells/progenitor cells). En général, les HSPC se différencient 
ensuite en progéniteurs hématopoïétiques multipotents (MMP) puis en progéniteurs 
myéloïdes communs (CMP) capables d’auto-renouvèlement. Le CMP donne les monocytes, 
les neutrophiles, les mégacaryocytes, les basophiles et les mastocytes via le progéniteur des 
granulocytes/macrophages (GMP) qui permet d’exclure les granulocytes de la lignée des 
monocytes. Le dernier stade, celui du progéniteur des macrophages et des cellules 
dendritiques (MDP) découvert en 2006, initie le lignage des phagocytes mononuclés (Fogg, 
Sibon et al. 2006). Le MDP donne les monocytes, les macrophages et des cellules 
dendritiques. Le MDP est à l’origine des cellules dendritiques via le progéniteur commun des 
cellules dendritiques (CDP) sans passer par le stade intermédiaire de monocyte. Les 
monocytes peuvent ensuite se différencier en macrophages ou en cellules dendritiques.  
L’identification, dans une étude récente, d’un progéniteur spécifique des cellules myéloïdes, 
le MyRP (myeloid-restricted progenitors), remet en cause ce modèle. Les HSPC pourraient se 
différencier en MyRP qui donnerait directement le CMP. Cette voie de différenciation en 
monocytes permettrait une génération plus rapide des cellules myéloïdes en réponse à un 
stimulus inflammatoire (Yamamoto, Morita et al. 2013) (Figure13). 
 
Les progéniteurs de la moelle osseuse expriment à leur surface différents récepteurs, dont le 
récepteur au M-CSF et le récepteur au FLT3L. Le développement des monocytes et des 
macrophages nécessite la présence d’un facteur de croissance, le facteur de stimulation des 
colonies de macrophages (M–CSF aussi appelé CD115). Les souris déficientes pour le 
récepteur au M-CSF (M-CSFR) ou son ligand (M-CSF) présentent une déplétion des 
monocytes circulants (Dai, Ryan et al. 2002). A l'inverse, le ligand pour le récepteur tyrosine 
kinase Flt- 3(FLT3 -L) est important pour le développement de nombreuses sous-populations 
de cellules dendritiques mais ne semble pas être nécessaire pour le développement des 
macrophages (Auffray, Sieweke et al. 2009). 
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Figure 13 : Evolution des monocytes à partir des précurseurs hématopoïétiques présents  
dans la moelle osseuse et les sites extra-médullaires 
(Adapté de Filip K. Swirski et al, Semin Immunopathol. 2014 Mar;36(2):137-48.) 
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Malgré l’accumulation des connaissances sur le lignage des progéniteurs de la moelle, 
l’origine des monocytes circulants reste encore mal définie, les mécanismes contrôlant la 
sortie des monocytes de la moelle sont en cours d’investigation. A l’état basale, la 
proportion des monocytes circulants Ly-6Chigh et Ly-6Clow est équivalente. En revanche, on 
sait que l’inflammation causée par une infection ou par un régime riche en graisses influence 
le nombre de monocytes, en particulier le nombre de monocytes Ly-6Chigh probablement par 
augmentation de leur sortie de la moelle (Swirski, Libby et al. 2007). Des études ont mis en 
évidence que le récepteur à la chémokine CCR2 et ses ligands, CCL7 (MCP-3) et CCL2 (MCP-1) 
sont essentiels au mécanisme de sortie de la moelle des monocytes Ly-6Chigh et à leur 
fréquence dans la circulation (Combadiere, Potteaux et al. 2008). En revanche, on ne sait pas 
à l’heure actuelle comment les Ly-6Clow sortent de la moelle.  
Une des hypothèses serait qu’en l’absence d’inflammation, les monocytes Ly-6Chigh qui ont 
une durée de vie courte, retourneraient dans la moelle hématopoïétique où ils perdraient 
l’expression du Ly-6C et deviendraient des Ly-6Clow. Les monocytes Ly-6Clow seraient alors un 
stade de maturation des monocytes Ly-6Chigh (Sunderkotter, Nikolic et al. 2004) (Yona, Kim et 
al. 2013) (Figure13). 
 
En 2009, dans un modèle d’infarctus du myocarde, l’équipe de FK. Swirski a démontré 
l’existence d’un réservoir splénique de monocytes, en plus du réservoir médullaire. Il y aurait 
dans la rate, plus d’un million de monocytes, avec le même ratio, la même morphologie que 
les sous populations monocytaires du sang (Swirski, Nahrendorf et al. 2009). En 2012, la 
même équipe montre la présence de cellules souches et de progéniteurs hématopoïétiques 
(HSPC) dans la rate (Dutta, Courties et al. 2012). Sous l’action de deux cytokines, le GM-CSF 
(Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) et de l’IL3, fortement exprimées au 
cours de l’athérosclérose, les HSPC prolifèrent (Yvan-Charvet, Pagler et al. 2010). Cette 
prolifération est à la base du pool de monocytes retrouvés dans la rate. Les auteurs 
montrent également que ce réservoir splénique permettrait de mobiliser dans la circulation 
dans un temps très court un grand nombre de monocytes Ly-6Chigh nécessaires à la réaction 
inflammatoire (Robbins, Chudnovskiy et al. 2012). 
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La caractérisation fonctionnelle des sous-populations de monocytes peut avoir de multiples 
intérêts thérapeutiques puisque le recrutement des monocytes est une étape clé du 
développement des lésions d’athérosclérose. 
La plupart des études se sont concentrées sur l’accumulation des monocytes Ly-6Chigh en 
regard de leur fonction centrale dans l’inflammation. Ces études portent notamment sur le 
rôle majeur des chimiokines. Les monocytes Ly-6Chigh exprimant fortement le récepteur 
CCR2, l’inhibition de ce récepteur permet de diminuer leur nombre et donc de diminuer 
l’inflammation (Leuschner, Dutta et al. 2011). 
 
2.1.2 Fonction des monocytes dans les plaques d’athérosclérose 
De nombreuses études sur des modèles murins d’athérosclérose ont montré que les 
monocytes sont présents dans les lésions d’athérosclérose (Lessner, Prado et al. 2002; 
Swirski, Pittet et al. 2006). 
En condition d’hypercholestérolémie, les monocytes Ly-6Chigh sont fortement augmentés à la 
fois au niveau de la moelle osseuse, du sang et de la rate. En effet, les souris Apoe-/- nourries 
avec un régime enrichie en cholestérol (Western Diet) ont 14 fois plus de monocytes Ly-
6Chigh comparées aux souris Apoe-/- nourries avec un régime normal (Swirski, Libby et al. 
2007; Tacke, Alvarez et al. 2007). 
Le lien mécanistique entre l’hypercholestérolémie et la monocytose a donc été évalué. 
Dans une étude de L. Yvan-Charvet et coll., il a été montré que l’accumulation en cholestérol 
des HSPC induit une augmentation des récepteurs à l’IL3 et au GM-CSF à leur surface. 
Comme nous l’avons vu précédemment, les HSPC prolifèrent sous l’action de l’IL3 et du GM 
conduisant à la production de plus de monocytes (Yvan-Charvet, Pagler et al. 2010). 
De manière inverse, l’apport de facteurs permettant l’efflux de cholestérol, comme l’apoE ou 
les HDL dans les modèles murins d’hypercholestérolémie, permet de réprimer la 
prolifération des HSPC (Figure 14). L’hypothèse est que les HSPC sécrètent de l’apoE qui se 
fixe sur les protéoglycanes de la surface cellulaire. Cette fixation faciliterait l’efflux de 
cholestérol via ABCA1 et ABCG1 vers les HDL (Murphy, Akhtari et al. 2011). 
Ces études mécanistiques récentes montrent bien un lien important entre la voie du 
cholestérol et les monocytes, deux acteurs clés dans l’athérosclérose. 
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Figure 14 : Régulation de la prolifération des HSPC par la voie endogène du cholestérol. 
(D’après Murphy AJ et al, J Clin Invest. 2011;121(10):4138-49) 
 
 
 
 
Figure 15 : Mécanismes de régulation du recrutement des monocytes. 
(Adapté de Kathryn J. Moore et al, Nature Reviews Immunology ; 2013. 13, 709–721) 
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L’hyperlipidémie augmente le nombre de monocytes Ly-6Chigh qui constituent 80% des 
monocytes recrutés au niveau des plaques d’athérosclérose chez la souris, le reste étant les 
monocytes patrouilleurs Ly-6Clow. 
La première étape du recrutement des monocytes dans les plaques d’athérosclérose est 
l’attachement des monocytes à l’endothélium activé (Figure 15). Les monocytes vont 
adhérer fermement et ensuite migrer à travers l’endothélium. Ces étapes sont dépendantes 
des molécules d'adhésion et des chimiokines. Les protéoglycanes présents à la surface de 
l’endothélium permettent d’immobiliser CCL5 et CXCL1 et ainsi de capturer les monocytes 
via les récepteurs CCR5 et CCR1 (Soehnlein, Drechsler et al. 2013). 
Les sélectines et leurs ligands permettent l’attachement et le roulement des monocytes à la 
surface de l’endothélium. Le ligand nommé glycoprotéique de la sélectine P (PSGL-1) présent 
à la surface des monocytes interagit avec les sélectines P et E de l’endothélium. Les 
monocytes Ly-6Chigh expriment plus fortement PSGL-1 que les Ly-6Clow ce qui pourrait être la 
cause de leur accumulation préférentielle dans les lésions (An, Wang et al. 2008). 
L’étape d’arrêt des monocytes implique les molécules d’adhésions VCAM et ICAM exprimées 
par les cellules endothéliales. VCAM interagit avec l’intégrine VLA4 (very late antigen 4) 
présente à la surface des monocytes et ICAM avec LFA1 (lymphocyte function-associated 
antigen 1). Une déficience des interactions intégrines/récepteurs (VCAM-1/VLA-4 et ICAM-
1/LFA-1) réduit l’adhésion des monocytes et le nombre de macrophages lésionnels (Wolf, 
Hohmann et al. 2011). Comparativement, les monocytes Ly-6Clow expriment plus de LFA-1 
que les monocytes Ly-6Chigh, ce qui pourrait expliquer la forte tendance des monocytes Ly-
6Clow à adhérer à la surface de l’endothélium sans traverser la barrière vasculaire (Woollard 
and Geissmann 2010) (Auffray, Fogg et al. 2007). 
La migration des monocytes à travers l’endothélium vers la plaque nécessite également des 
chimiokines sécrétées par les cellules endothéliales, les macrophages de l’intima et les 
cellules musculaires lisses. Les trois couples chimiokines/récepteurs majeurs sont 
CCR2/CCL2, CX3CR1/CX3CL1 et CCR5/CCL5. En effet, l’élimination et l’inhibition de ces 3 axes 
permettent de réduire l’athérosclérose de 90% dans les souris Apoe-/- (Combadiere, 
Potteaux et al. 2008). 
CCR2 et CX3CR1 ont également une influence sur le nombre de monocytes qui entrent dans 
la plaque puisque CCR2 permet la sortie des Ly-6Chigh de la moelle osseuse (Serbina and 
Pamer 2006). 
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Dans le sang des souris déficientes pour CX3CL1 et CX3CR1, les monocytes Ly-6Clow sont 
réduits. Le transfert de cellules de la moelle osseuse exprimant le facteur anti-apoptotique 
humain Bcl2 permet de restaurer les monocytes Ly-6Clow. Cette étude montre que CX3CR1 
augmente la survie des monocytes par inhibition de l’apoptose (Landsman, Bar-On et al. 
2009). De plus les souris déficientes pour CX3CR1 présentent une diminution de 
l’athérosclérose (Lesnik, Haskell et al. 2003) (Combadiere, Potteaux et al. 2003) (Tsou, Peters 
et al. 2007). 
Les monocytes Ly-6Clow peuvent également jouer un rôle important dans l’athérosclérose. 
De manière moindre que les Ly-6Chigh, ils seraient tout de même capables d’infiltrer les 
lésions. H.Wu et coll. ont montré que les monocytes sanguins étaient capables d’accumuler 
des lipides dans leur cytoplasme dans les souris Apoe-/- nourries avec un régime gras (HFD). 
Ces « monocytes spumeux » du sang sont CD11c+ et sont pour la plupart des monocytes  
Ly-6Clow (Tacke, Alvarez et al. 2007; Wu, Gower et al. 2009). 
Plus récemment, il a été montré que ces monocytes Ly-6Clow expriment de manière plus 
importante que les Ly-6Chigh le récepteur scavenger CD36, PPAR δ et ABCA1. Cela suggère un 
rôle dans la détection/réponse au cholestérol (Ingersoll, Spanbroek et al. 2010). Les travaux 
de RN.Hanna et coll. ont montré que le facteur de transcription NR4A1 (=Nur77) était 
indispensable pour la différenciation des monocytes et particulièrement des monocytes Ly-
6Clow. La délétion de NR4A1 dans les cellules hématopoïétique conduit donc à une perte des 
monocytes Ly-6Clow (Hanna, Carlin et al. 2011). Cette délétion de NR4A1 augmente le 
développement de l’athérosclérose et augmente les macrophages de phénotype pro-
inflammatoires suggérant un rôle anti-inflammatoire des Ly-6Clow  
(Hamers, Vos et al. 2012; Hanna, Shaked et al. 2012). 
 
Les études émergentes dans ce domaine montrent l’implication des molécules de guidage 
axonal dans le recrutement des monocytes au cours de l’athérosclérose. Les membres de la 
famille des nétrines, des sémaphorines et des éphrines sont exprimés par les cellules 
endothéliales artérielles et ont une expression modulée en fonction des conditions 
proathérogènes ou antiathérogènes.  
Ces molécules pourraient jouer un rôle dans l’infiltration des leucocytes à travers 
l’endothélium via des mécanismes de chémoattractions (Moore, Sheedy et al. 2013). 
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Ces différentes études montrent bien un rôle des monocytes dans la pathologie de 
l’athérosclérose. Les mécanismes présentés ci-dessus impliquant le recrutement des 
monocytes ont également été décrits chez l’homme de manière assez semblable à ce qui a 
été observé chez la souris. D’ailleurs, on estime qu’au-delà de leur effet sur la réduction des 
taux de cholestérol, les statines et autres médicaments anti-inflammatoires pourraient avoir 
des effets athéroprotecteurs, en partie via leur action sur l’activation endothéliale et le 
recrutement des monocytes.  
2.2 Les macrophages 
Du point de vue de la biologie des monocytes, l'une des questions les plus intéressantes est 
de connaître quelles sont les sous-populations qui donnent lieu à des macrophages/cellules 
dendritiques et de savoir si les différences fonctionnelles entre les sous-populations de 
monocytes se retrouvent chez les macrophages/cellules dendritiques ou si elles 
disparaissent une fois différenciées. 
Les macrophages (MΦs) et les cellules dendritiques (CD) sont impliqués dans l’élimination 
des débris cellulaires, des agents pathogènes par les mécanismes de phagocytose, 
d’endocytose et via des PPR. En conséquence, ces deux types de cellules apportent une 
contribution essentielle à l'immunité, aux réactions inflammatoires et à l’élimination de 
micro-organismes pathogènes. Dans le même temps, ces cellules sont distinctes : les 
macrophages sont les éboueurs des tissus et participent à la réponse immunitaire innée, 
tandis que les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d'antigènes 
« professionnelles » qui déclenchent et régulent la réponse immunitaire adaptative. Les 
deux lignées sont également très hétérogènes de par leur phénotype, leur localisation 
tissulaire, leur fonction et sont divisées en plusieurs sous-ensembles. Bien que l'origine et le 
renouvellement des macrophages et des CD aient été intensivement étudiés, la relation de 
lignage entre ces types de cellules n'est pas encore bien définie. 
 
Les macrophages sont présents dans tous les tissus. Ils sont impliqués dans l’homéostasie 
tissulaire, l’inflammation en réponse à un stress et la résolution de l’inflammation. Les 
macrophages ont longtemps été considérés comme les acteurs clés de la réponse 
immunitaire effectrice à travers leurs propriétés de phagocytose.  
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Depuis quelques années, les études se sont aussi penchées sur un rôle primordial dans la 
maintenance de l’homéostasie tissulaire indépendamment de la réponse immune. En effet, 
ils sont impliqués dans le nettoyage des débris cellulaires générés lors du remodelage 
tissulaire et notamment dans la clairance des cellules apoptotiques. Ce processus de 
nettoyage s’effectue en l’absence de stimulation immunitaire et semble ne pas entrainer de 
production de médiateurs immuns. 
 
2.2.1 La formation des macrophages spumeux 
Dès les tous premiers stades de développement de l’athérosclérose, on peut observer que 
beaucoup de macrophages et de cellules dendritiques ont des gouttelettes lipidiques dans 
leur cytoplasme. Ces cellules chargées de lipides sont appelées « cellules spumeuses » et 
leur formation commence par l’ingestion de lipoprotéines contenant l’apoB. Ce mécanisme 
de capture des lipoprotéines est beaucoup étudié et débattu. Les premiers travaux 
considèrent que la capture des LDLox se fait majoritairement par les récepteurs scavengers, 
SRA et CD36 puis LOX1, SR-B1. Cependant, des études faites sur des souris déficientes pour 
les récepteurs SRA et CD36 en fond Apoe-/- montrent que l’absence de ces deux protéines 
n’est pas indispensable à la formation des macrophages spumeux (Manning-Tobin, Moore et 
al. 2009). Cela suggère qu’il existe d’autres mécanismes impliqués dans la formation des 
cellules spumeuses. En effet, les macrophages peuvent également internaliser les LDL 
natives par macropinocytose. La macropinocytose est un type d'endocytose non spécifique, 
la cellule absorbe des gouttelettes de liquide extracellulaire, et les redirige sous forme de 
vésicules vers les lysosomes (Figure 16). 
En condition normale, les esters de cholestérol des lipoprotéines internalisées par le 
macrophage sont hydrolysés en cholestérol libre et en acides gras dans l’endosome tardif 
puis dans les lysosomes des macrophages. Le cholestérol libre peut être ramené vers la 
membrane plasmique pour être évacué de la cellule ou il peut transiter vers le réticulum 
endoplasmique.  
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Figure 16 : Mécanismes de régulation du cholestérol dans les macrophages. 
(D’après Kathryn J. Moore et al, Nature Reviews Immunology ; 2013. 13, 709–721) 
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L’apport du cholestérol libre au niveau du réticulum endoplasmique inhibe la synthèse 
endogène du cholestérol via l’inhibition d’un facteur de transcription SREBP (Sterol 
Regulatory Element Binding Pathway) (Maxfield and Tabas 2005). Le cholestérol libre est ré 
estérifie dans le réticulum endoplasmique via l’action de l’enzyme ACAT1 (acyl-CoA : 
cholesterol ester transferase 1). 
Il est ensuite stocké dans la cellule sous cette forme dans des gouttelettes lipidiques. Le 
cholestérol libre et le cholestérol ré-estérifié sont véhiculés vers la membrane plasmique où 
ils sont pris en charge par les transporteurs ABCA1 et ABCG1 et transférés sur l’apoA1 et/ou 
les pré-βHDL. 
L’autophagie joue également un rôle crucial dans l'efflux de cholestérol des macrophages. Ce 
processus implique la formation d’autophagosomes (vésicules appelées phagophores) qui 
séquestrent le contenu cytoplasmique (les gouttelettes lipidiques) puis fusionnent avec les 
lysosomes. La fusion de l’autophagosome avec le lysosome dégrade les esters de cholestérol 
et libère du cholestérol libre disponible pour efflux. 
Le métabolisme du cholestérol dans les macrophages peut être vite dépassé lors d’un apport 
excessif de cholestérol comme c’est le cas dans l’athérosclérose. Les esters de cholestérol 
stockés dans le macrophage sont inertes. En revanche, le cholestérol libre peut être toxique 
pour la cellule.  
Le trafic du cholestérol libre par les lysosomes peut devenir défectueux ce qui augmente la 
concentration de cholestérol libre dans la cellule et amplifie l'inflammation. De plus, 
l’enrichissement de la membrane du réticulum endoplasmique en cholestérol libre entraine 
une déficience fonctionnelle de l’ACAT1 qui augmente l’accumulation de cholestérol libre. 
Ce cholestérol libre forme alors des cristaux de cholestérol qui déclenchent l’activation de 
l’inflammasome NLRP3 (NOD-, LRR- and pyrin domain-containing 3). L’inflammasome NLRP3 
est un complexe protéique, son activation se traduit par l'activation de la protéase caspase-1 
et conduit à la libération spécifique d'IL-1ß et d'IL-18, des cytokines hautement 
inflammatoires. L’activation de la caspase 1 conduit alors à la mort cellulaire et augmente le 
processus athéroscléreux (Duewell, Kono et al. 2010; Gage, Hasu et al. 2012). 
L’accumulation du cholestérol libre à la membrane plasmique entraine le recrutement et la 
concentration de molécules de signalisation, particulièrement des TLR au niveau des radeaux 
lipidiques membranaires. L’activation des TLR aboutie à l’activation de NF-κB et la 
production de cytokines pro-inflammatoires (Zhu, Owen et al. 2010). 
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En réponse à l’accumulation excessive de lipides, la cellule augmente l’expression des gènes 
impliqués dans l’élimination des lipides. Les récepteurs nucléaires LXRα et LXRβ sont activés 
en réponse à la détection des dérivés du cholestérol (tels que les oxystérols) et activent la 
transcription des gènes ABCA1 et ABCG1 afin d’augmenter l’efflux du cholestérol (Calkin and 
Tontonoz 2012). 
Un dysfonctionnement du métabolisme des lipides dans le macrophage conduit également 
au stress du réticulum endoplasmique qui de manière prolongée induit la mort cellulaire.  
La clairance efficace des cellules apoptotiques par les macrophages voisins nécessite qu’ils 
aient un métabolisme du cholestérol intact, ce qui n’est pas le cas dans les plaques 
d’athérosclérose. L’augmentation des macrophages apoptotiques, combinée à une clairance 
inefficace, induit la nécrose secondaire. La nécrose entraine alors la libération de 
composants cellulaires et de lipides dans l’espace extracellulaire formant le noyau 
nécrotique de la plaque. 
 
2.2.2 La polarisation des macrophages 
Les macrophages ont une remarquable plasticité qui leur permet de répondre efficacement 
aux modifications le leur environnement. Fonctionnellement, on peut différencier plusieurs 
types de macrophages à partir des monocytes in vitro : 
- M1 pour « classically activated macrophages » 
Ces macrophages nécessitent des facteurs comme le M-CSF, le LPS ou l’IFN-γ, dans le milieu 
de culture pour que les cellules de la moelle osseuse se différencient. L’IFN-γ est une 
cytokine produite in vivo par les LT helper 1 (Th1), les LT CD8+ et les cellules NK (Natural 
killer). Ces macrophages M1 sécrètent des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα, 
l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-12 et l’iNOS d’où leur nom de macrophages « pro-inflammatoires ». Ces 
cytokines ont été associées au développement et à l'expansion de cellules Th17. 
 
- M2 pour « alternatively activated macrophages » 
Les études in vitro ont permis de sous diviser les macrophages M2 en plusieurs classes, les 
M2a, M2b et M2c. Les cytokines IL-4 et IL-13 produites par les LT helper 2 (Th2) activent les 
M2a. Ces macrophages produisent eux-mêmes de l’IL-4 et sécrètent de la fibronectine, une 
glycoprotéine présente dans la matrice extracellulaire, et qui joue un rôle clé dans l'adhésion 
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des cellules à la matrice extracellulaire ainsi que le facteur de croissance IGF (insulin-like 
growth factor) qui augmente le dépôt de matrice extra cellulaire. L’IL-4 stimule l’activation 
de l’arginase du macrophage, qui augmente la production de MEC. 
Ce sécrétome suggère un rôle des M2a dans les processus de réparation tissulaire. Ils ont 
donc été également appelés « macrophages de cicatrisation » (wound healing 
macrophages). 
Les M2b sont générés par une stimulation avec de l’IL-1β ou du LPS ainsi que par les 
complexes immuns se fixant à des récepteurs Fcγ. Les M2b sécrètent une cytokine anti-
inflammatoire, l’IL-10 qui permet d’empêcher la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires 
par les cellules avoisinantes. Les macrophages M2c sont activés par l'IL-10, le TGF-β, ainsi 
que les glucocorticoïdes, et sécrètent également des niveaux élevés d'IL-10. Les M2b et M2c 
sont appelés «macrophages régulateurs» (Mosser and Edwards 2008) (Figure 17). 
Une variété de marqueurs cellulaires est utilisée pour identifier les macrophages M1/M2 
chez l’humain et chez la souris. Ces marqueurs sont des facteurs de transcription comme 
Fizz1, PPAR-γ, des récepteurs membranaires (Dectine-1 et Mannose) et la sécrétion de 
cytokines (Williams, Fisher et al. 2012). 
 
Cette définition de l’hétérogénéité des macrophages est bien définie pour les études in vitro 
mais devraient être utilisée avec prudence dans un cadre in vivo. En effet, la culture in vitro 
génère des phénotypes bien distincts de macrophages mais les macrophages isolés des 
tissus périphériques semblent plus complexes, avec des phénotypes mixes. 
L’hétérogénéité des macrophages a été montrée au niveau des plaques d’athérosclérose 
murines et humaines avec la présence des marqueurs M1/M2 (Leitinger and Schulman 2013) 
(Bouhlel, Derudas et al. 2007; Feig, Parathath et al. 2011). 
L’origine de ces macrophages M1/M2 dans la plaque est encore un sujet de débat. Il a été 
suggéré que les Ly-6Chigh sont les précurseurs des M1 et les Ly-6Clow sont les précurseurs des 
M2. Cependant, une étude réalisée par l’équipe de G. Caligiuri montre que dans les lésions 
précoces, les macrophages ont un phénotype M2 puis changent pour un phénotype M1 dans 
les plaques avancées (Khallou-Laschet, Varthaman et al. 2010). Cette étude contraste avec le 
fait que les Ly-6Chigh sont les précurseurs des M1 et/ou le recrutement préférentiel des 
monocytes Ly-6Chigh dans les plaques d’athérosclérose. 
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Figure 17 : Polarisation des macrophages. 
(D’après Jesus A. Araujo et al, Front Pharmacol. 2012 19;3:119) 
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Dans les lésions avancées, la polarisation des macrophages vers un phénotype M1 serait 
cohérant avec l’environnement pro-inflammatoire des lésions. En effet, la présence d’acides 
gras libres, de lipides oxydés, d’IFNγ au niveau des plaques, permettrait l’activation des 
macrophages de type M1 et la production de cytokines inflammatoires. 
La formation des cellules spumeuses a donc été associée à un phénotype pro-inflammatoire 
des macrophages type M1. Néanmoins, il a été montré que les oxystérols, ligands des 
récepteurs nucléaires LXRβ et LXRα et des récepteurs PPAR sont également capables 
d’inhiber l’expression des gènes pro-inflammatoires dans les macrophages, ce qui 
favoriserait la polarisation de type M2 (Bensinger and Tontonoz 2008; Tall, Yvan-Charvet et 
al. 2008; Chawla 2010) (Jung, Torrejon et al. 2012). 
 
Récemment, deux autres populations de macrophages ont été décrites, les macrophages ox 
(Mox) et les M4. Les Mox sécrètent l'enzyme hème oxygénase-1 (HO-1) et seraient activés 
par les phospholipides oxydés présents sur les LDLox via l’activation de Nrf2. Ces 
macrophages ont été trouvés dans l’aorte de souris LDLr−/− et constitueraient 30% du pool 
total de macrophages aortiques (Kadl, Meher et al. 2010). Ces macrophages auraient un 
phénotype pro-inflammatoire puisqu’ils augmentent des gènes comme COX-2 (Cytochrome 
c oxidase subunit 2) et l’IL-1β mais de manière moindre que les M1. Dans cette étude, il est 
également démontré que ces Mox ont une capacité de phagocytose et de migration 
diminuée par rapport aux M1 et M2. 
In vitro, la différenciation des macrophages avec la chimiokine CXCL4 induit un phénotype 
macrophagique distinct des macrophages M1 et M2. Ces cellules ont été classées comme 
macrophages M4. De manière intéressante, une déficience en CXCL4 permet de diminuer la 
taille des lésions, suggérant un rôle pro-athérogène de ces macrophages M4 (Gleissner, 
Shaked et al. 2010). Bien que la capacité des macrophages M1, M2 et Mox à interchanger 
leur phénotype ait été montrée in vitro, la polarisation vers le phénotype M4 semble 
irréversible (Gleissner, Shaked et al. 2010). 
Si cette capacité de changement de phénotype existe in vivo dans les plaques 
d’athérosclérose, on peut se poser la question suivante, pourquoi l’inflammation locale 
persiste ? Les mécanismes permettant le changement de phénotype seraient-ils absents ?  
Les facteurs formant le microenvironnement de la plaque et permettant la polarisation des 
macrophages in vivo restent mal compris. 
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Certains lipides activent l’inflammasome ou agissent via les PRR pour induire un programme 
inflammatoire dans les macrophages ou augmentent la formation cellules spumeuses. 
D’autres lipides induisent un stress qui induit des réponses anti-oxydantes. Il existe aussi des 
lipides comme les oxystérols et la sphingosine-1 phosphate qui ont à la fois un effet anti et 
pro-inflammatoire. Il est donc important de mieux définir l’action de ces molécules 
bioactives sur les macrophages de la plaque. 
Influencer la différenciation des macrophages vers un phénotype anti-inflammatoire est une 
stratégie thérapeutique envisageable pour initier la régression des plaques d’athérosclérose. 
En effet, par une approche de régression, JE. Feig et coll. ont observé que le phénotype des 
macrophages change pour un phénotype anti-inflammatoire M2 au cours de la régression 
des lésions (Feig, Vengrenyuk et al. 2012). De plus, il a été montré que les macrophages M1 
sont présents uniquement dans les plaques symptomatiques, c’est-à-dire vulnérables, alors 
que les macrophages M2 sont présents dans les deux plaques symptomatiques et 
asymptomatiques (Cho, Miyoshi et al. 2013). 
 
2.2.3 Hétérogénéité des macrophages tissulaires 
La classification des macrophages selon le « paradigme M1-M2 » semble restrictive et ne 
permet pas de se rendre compte de toute la diversité des macrophages tissulaires. 
Dans les tissus, il existe deux classes de macrophages : les macrophages résidents des tissus 
et les macrophages recrutés. Les macrophages résidents sont retrouvés dans la plupart des 
tissus comme le foie (cellules de Kupffer), la microglie, le péritoine, les poumons 
(macrophages alvéolaires), la pulpe rouge, la moelle osseuse (ostéoclastes) et les intestins 
(histiocytes). Ces macrophages par définition résident dans les tissus et exercent des 
fonctions homéostatiques en condition basale (Murray and Wynn 2011). 
Les macrophages recrutés seraient présents seulement en condition pathologique. Il semble 
plutôt clair dans la bibliographie que les monocytes « inflammatoires » Ly-6Chi sont à 
l’origine de ces macrophages. Cependant, la contribution de ces monocytes au pool de 
macrophages résidents est controversée. Il est établi depuis longtemps que dans certains 
tissus, les macrophages résidents ont une origine prénatale (sac vitellin) et indépendante des 
cellules souches hématopoïétiques (Ginhoux, Greter et al. 2010). Plusieurs études récentes 
ont confirmé la présence de macrophages résidents d’origine prénatale dans le poumon, le 
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péritoine, le foie et la rate, qui se renouvellent indépendamment des monocytes circulants 
(Hashimoto, Chow et al. 2013) (Yona, Kim et al. 2013). 
Les macrophages tissulaires représentent une population très hétérogène de par l'influence 
de l'environnement et la fonction spécifique du tissu dans lequel ils résident. 
Ces macrophages influencent le développement, le remodelage et l’organisation tissulaire 
grâce à leurs fonctions trophiques (Pollard 2009). 
En effet, les macrophages de la moelle osseuse ont un rôle spécifique au cours de 
l’érythropoïèse par la phagocytose des noyaux expulsés par les érythroblastes. Les 
macrophages du tissu adipeux sont impliqués dans les processus de thermogénèse et de la 
sensibilité à l’insuline. Dans le système nerveux central, les macrophages participent à 
l’élimination des neurones morts et au remodelage synaptique. Les macrophages alvéolaires 
ont un rôle majeur de surveillance immunitaire des pathogènes inhalés et font de la 
clairance du surfactant. Dans la rate, il existe plusieurs sous-populations de macrophages 
résidents selon leur localisation. Les macrophages de la zone marginale jouent un rôle dans 
la capture de micro-organismes et des virus à partir de la circulation sanguine. En revanche, 
les macrophages de la pulpe rouge participent à la clairance des érythrocytes ainsi qu’au 
recyclage des ions ferriques (Davies, Jenkins et al. 2013). 
Les macrophages du foie ont également pour fonction d’éliminer les érythrocytes sénescents 
de la circulation sanguine. En raison de sa vascularisation unique, le foie est constamment 
exposé à des concentrations élevées d'antigènes d’origine alimentaire, sanguine et des 
constituants bactériens provenant de la flore intestinale via la veine porte. Les cellules de 
Kupffer bordent les vaisseaux capillaires sinusoïdes qui irriguent et drainent le foie et 
constituent avec les cellules endothéliales la première ligne de défense contre les agents 
pathogènes. En raison de leur grande capacité de phagocytose, de la présence de nombreux 
récepteurs scavengers à leur surface ainsi que leur capacité à libérer de nombreux 
médiateurs, les macrophages hépatiques résidents sont décrits pour leur fonction 
immunogène et/ou tolérogène (Tacke and Zimmermann 2014).  
La recherche de nouveaux marqueurs moléculaires spécifiques à chaque population de 
macrophages résidents est aujourd’hui un enjeu majeur de la recherche sur les 
macrophages. En effet, cela permettrait de développer de nouveaux modèles murins afin de 
pouvoir moduler spécifiquement les différents pools de macrophages tissulaires et ainsi 
d’évaluer de manière plus ciblée en condition pathologique.  
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2.2.4 Mécanismes régulant la quantité de macrophage dans la plaque 
Les études portant sur les macrophages sont souvent limitées à la quantification des 
macrophages totaux sur des sections de la crosse aortique. Or, le nombre de macrophages 
dans les plaques d’athérosclérose varie en permanence. Les nouvelles avancées techniques 
ont permis de mieux comprendre la dynamique des macrophages au sein des lésions. 
Aujourd’hui, il semble que le nombre de macrophages présents dans les lésions 
d’athérosclérose soit déterminé par le recrutement des monocytes, la prolifération des 
macrophages, la sortie des macrophages et la mort cellulaire. 
2.2.4.1 La prolifération 
Un grand nombre d’études ont montré que le nombre de macrophages dans les lésions 
d’athérosclérose est dépendant du recrutement des monocytes à la fois dans les lésions 
précoces et dans les lésions avancées (Swirski, Libby et al. 2007) (Tacke, Alvarez et al. 2007) 
(Combadiere, Potteaux et al. 2008) (Saederup, Chan et al. 2008) (Potteaux, Gautier et al. 
2011). Cependant, ces dernières années, l’hypothèse d’une prolifération locale des 
phagocytes mononuclées a été soulevée. SJ.Jenkins et coll. ont observé que l’accumulation 
des macrophages n’est pas dépendante du recrutement des monocytes dans certains 
contextes inflammatoires (Jenkins, Ruckerl et al. 2011). 
Une autre étude a montré que les cellules dendritiques présentes au sein des lésions 
d’athérosclérose étaient capables de proliférer in situ (Zhu, Chen et al. 2009). 
De plus, des progéniteurs hématopoïétiques ont été découverts dans l’adventice aortique 
suggérant la possibilité que les macrophages de la lésion dérivent de HSPC locaux (Psaltis, 
Harbuzariu et al. 2012). 
Très récemment, CS.Robbins et coll. ont montré une co-localisation des marqueurs de 
division cellulaire (BrdU, Ki67, DAPI) avec les marqueurs de macrophages (F4/80 par flow 
cytométrie et Mac3 en immunofluorescence) suggérant que les macrophages de la plaque 
sont capables de proliférer. Dans cette étude, une expérience de parasymbiose avec des 
souris CD45.1 et CD45.2 montre que dans les lésions précoces, la majorité des macrophages 
sont issus du recrutement des monocytes, en revanche dans les lésions avancées, 
l’accumulation des macrophages se fait de manière indépendante du recrutement des 
monocytes. 
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Cette prolifération n’est pas uniforme le long de l’aorte, elle est maximale à la racine de 
l’aorte (où les lésions sont les plus abondantes), intermédiaire dans la partie thoracique et 
faible dans l’aorte abdominale. Dans cette étude, les auteurs ont également identifié le 
récepteur SR-A, aussi appelé Msr1, comme impliqué dans cette prolifération (Robbins, 
Hilgendorf et al. 2013). 
La notion de prolifération des phagocytes mononucléaires comme étant responsable de 
l’accumulation cellulaire dans l’intima ajoute une nouvelle dimension à notre 
compréhension de l’évolution des leucocytes de la plaque (Swirski, Hilgendorf et al. 2014). Il 
est donc essentiel d'évaluer l'importance de la prolifération des macrophages lésionnels 
dans l'athérosclérose humaine afin de distinguer la part du recrutement des monocytes et 
de la prolifération des macrophages aux différents stades de l'athérosclérose. 
 
2.2.4.2 L’émigration des macrophages 
Les études de régression ont débuté très tôt, la première datant de 1920. Il s’agissait d’un 
changement alimentaire, passer d’un régime riche en graisse à un régime pauvre. Dans 
différents modèles expérimentaux notamment les primates, il en résulte une diminution de 
la taille des lésions ainsi qu’une stabilisation des plaques et à long terme la perte du foyer 
nécrotique. Une autre méthode de régression a ensuite été développée, l’injection de HDL 
ou d’apoA1. Le problème de ces modèles est que la régression semble limitée aux lésions 
précoces. Chez la souris, le transfert de gène via des adénovirus a été étudié notamment 
avec le transfert de l’apoA-I et de l’apoE (Williams, Feig et al. 2008). Pour explorer davantage 
les mécanismes cellulaires et moléculaires de la régression de l'athérosclérose dans les 
modèles murins, des expériences de transplantation ont été développés. Ces modèles 
consistent à transférer à une souris receveuse un segment de l’aorte thoracique ou de l’arc 
aortique enrichie en plaques d’athérosclérose d‘une souris donneuse Apoe-/- (Reis, Li et al. 
2001; Chereshnev, Trogan et al. 2003). Si la souris receveuse est une souris Apoe-/- la 
progression des lésions d’athérosclérose augmente et la cholestérolémie est inchangée. En 
revanche, si la souris receveuse est une souris WT (C57BL/6 Apoe+/+), le profil lipidique est 
normal et l’on obtient une régression des lésions après deux semaines de transfert (Trogan, 
Fayad et al. 2004). Dans ce modèle de régression, les lésions d’athérosclérose ainsi que le 
nombre de macrophages spumeux sont fortement diminués.  
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La baisse du nombre de macrophages observés dans ces modèles de régression pose de 
nombreuses questions. Cette baisse des macrophages au niveau des lésions est-elle liée aux 
mécanismes d’apoptose et de phagocytose ou à la sortie des macrophages de la plaque ? 
En condition normale, dans la phase de résolution de l’inflammation, les macrophages 
activés migrent du site de l’inflammation vers les nœuds lymphatiques (LN, lymph node). Il a 
donc été suggéré que la progression des plaques d’athérosclérose résulterait non seulement 
du recrutement des monocytes dans la paroi artérielle mais aussi de la diminution de la 
sortie des leucocytes de la lésion. L’équipe de G. Randolph dans le modèle de régression de 
transfert d’arc aortique a montré que la diminution des cellules CD68+ serait due à 
l’émigration de ces cellules de la plaque vers les nœuds lymphatiques (Llodra, Angeli et al. 
2004). Ces cellules « émigrantes » exprimeraient des marqueurs de CDs qui comme les 
macrophages peuvent dériver des monocytes. En 2006, E.Trogan et coll. montrent que 
l’expression de CCR7 est fortement augmentée dans les macrophages spumeux et est 
nécessaire à l’émigration des macrophages (Trogan, Feig et al. 2006). Cette même équipe a 
montré que LXR est également impliqué dans l’effet athéro-protecteur de par sa capacité à 
induire l’expression de CCR7 et donc de stimuler la migration des cellules CD68+ (Feig, 
Pineda-Torra et al. 2010). Une autre étude basée sur une autre approche de régression, où 
l’on restaure l’expression de l’apoE dans des souris Apoe–/– via l’utilisation d’un vecteur viral 
permettant l’expression d’apoE, montre que la diminution des macrophages dans les 
plaques est due à une baisse de l’entrée des monocytes et non à une sortie de la plaque. 
Cette étude suggère que la diminution des macrophages est due au phénomène d’apoptose 
(Potteaux, Gautier et al. 2011). En accord avec cette étude, les travaux d’EL. Gautier 
montrent dans un modèle de péritonite que l’apoptose plutôt que l’émigration des 
macrophages permet de résoudre l’inflammation (Gautier, Ivanov et al. 2013). 
Les macrophages semblent sujet à la fois à des signaux d’émigration et à des signaux de 
rétention dans la plaque d’athérosclérose. Il est donc probable qu’une balance existe entre 
ces deux forces permettant de contrôler l’accumulation des macrophages dans la plaque. 
En effet, il a été montré in vitro que l’augmentation de cholestérol à la membrane des 
macrophages inhibe leur migration, de manière dépendante de la protéine RhoA (Nagao, 
Qin et al. 2007). 
64 
 
Dans ce sens, l’équipe de K. Moore a montré dans différentes études in vitro et in vivo que 
les macrophages spumeux des plaques d’athérosclérose expriment des molécules de 
guidage neuronal comme la Netrine-1 et la Semaphorine 3E et que ces molécules étaient 
capables de retarder la migration des macrophages. Le transfert de cellules de la moelle 
osseuse déficiente pour la protéine nétrine dans des souris LDLr-/- montre des plaques 
réduites et plus stables. L’hypothèse est que la nétrine immobilise les macrophages spumeux 
et empêche leur émigration vers la lumière ou vers le système lymphatique (Wanschel, 
Seibert et al. 2013) (van Gils, Derby et al. 2012). 
Les résultats de la littérature sur la capacité des macrophages à quitter ou non les plaques 
d’athérosclérose sont controversés. En effet, il semblerait que le recrutement des 
monocytes et l’apoptose jouent un rôle plus important au cours de la régression des lésions 
et la résolution de l’inflammation. Cependant, cette question sur l’émigration du 
macrophage nécessite de plus amples investigations afin de mieux comprendre la biologie 
du macrophage qui a un intérêt au-delà même de la pathologie de l’athérosclérose. 
 
2.2.4.3 L’apoptose des macrophages 
Le macrophage est la cellule clé à l’origine du développement des plaques d’athérome et il 
joue un rôle à tous les stades de la pathologie. En effet, par son implication dans le 
métabolisme des lipoprotéines, son aptitude à capter le cholestérol et à produire des 
cytokines inflammatoires, le macrophage influence la progression des plaques d’athérome. 
Le nombre de macrophages présents dans les plaques d’athérosclérose est un indicateur du 
stade de développement des lésions. Il y a deux processus majeurs qui déterminent la 
cellularité des macrophages dans les lésions : l’accumulation des cellules via l’entrée des 
monocytes et la prolifération locale des macrophages puis la déplétion cellulaire via la mort 
des macrophages ou leur égression. Le caractère protecteur ou délétère de l’apoptose du 
macrophage sur la progression des lésions d’athérosclérose demeure incertain. L’apoptose 
du macrophage pourrait limiter la production de facteurs de croissance ainsi que de 
cytokines inflammatoires, réduisant la progression des lésions.  
D’autre part, la perte de macrophages pourrait avoir des effets inverses, c’est à dire 
promouvoir la croissance des lésions car elle entraînerait une baisse de la production d’apoE 
ainsi qu’un défaut d’élimination des médiateurs de l’inflammation et de toxicités telles que 
les LDL modifiées. 
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La conséquence fonctionnelle de la formation des cellules spumeuses dans les lésions 
précoces est souvent débattue mais les études convergent vers l’idée que les macrophages 
contribuent à la progression des lésions (Tabas 2005). 
Pour étudier le rôle des macrophages au sein des lésions, des études ont été réalisées sur 
des souris ostéopétrotiques (op/op) qui ne produisent pas de M-CSF. Ces souris op/op sont 
caractérisées par une diminution des monocytes circulants et par une diminution des 
macrophages tissulaires. Les souris transgéniques Apoe-/- op/op et LDLr-/- op/op présentent 
une diminution de la taille des plaques d’athérosclérose suggérant un rôle important du 
macrophage dans le développement des lésions (Smith, Trogan et al. 1995; Rajavashisth, 
Qiao et al. 1998). 
L’impact de l’apoptose du macrophage sur le développement des lésions a été étudié grâce 
à l’utilisation de modèles murins génétiquement modifiés pour les voies apoptotiques. Ces 
modèles permettent de diminuer ou d’augmenter le nombre de macrophages lésionnels en 
apoptose dans les plaques précoces ou tardives, et ont permis de mieux comprendre les 
phénomènes liés à l’apoptose au sein des lésions. Ces travaux ont montré que l’apoptose du 
macrophage joue à la fois un effet bénéfique et délétère suivant le stade de développement 
des lésions. 
2.2.4.3.1 Lésions précoces 
Il a été mis en évidence l’existence d’une corrélation inverse entre la quantité de 
macrophages lésionnels apoptotiques et la taille des lésions précoces (Tabas 2005) (Gautier, 
Huby et al. 2009) (Figure 18). 
BJ.Van Vlijmen et coll. ont montré dans un modèle d’athérosclérose (APOE*3-Leiden mice) 
que la délétion de la protéine pro-apoptotique p53 diminue l’apoptose des macrophages et 
augmente 2 à 3 fois la taille des lésions précoces (van Vlijmen, Gerritsen et al. 2001). Cela 
suggère que l’inhibition de l’apoptose des macrophages dans les stades précoces du 
développement de la maladie est délétère. Une étude similaire réalisée cette fois ci sur des 
souris LDLr-/- montre que la déficience en p53 n’a pas d’effet sur l’apoptose mais en 
revanche augmente la prolifération des macrophages, ce qui augmente la taille des lésions. 
L’auteur explique que cette différence serait due à des niveaux de cholestérolémie différents 
entre les deux études et à la présence du variant APOE*3 (Merched, Williams et al. 2003). 
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J. Liu et coll. confirment l’influence de l’apoptose du macrophage sur le développement des 
lésions précoces avec une étude réalisée sur des souris LDLr-/- transplantées avec de la 
moelle osseuse de souris déficientes pour la protéine pro-apoptotique Bax. Ces souris 
Bax-/-→LDLr-/- montrent une diminution de l’apoptose des macrophages associée à une 
augmentation de la taille des lésions (Liu, Thewke et al. 2005). 
L’inactivation d’une protéine suppresseur de tumeur p19 ARF dans des souris Apoe-/- connue 
pour sa fonction pro-apoptotique montre également que la diminution de l’apoptose dans 
les lésions précoces augmente la taille des plaques (Gonzalez-Navarro, Abu Nabah et al. 
2010).  
De manière complémentaire, l’équipe de S. Arai montre que l’augmentation de l’apoptose 
permet de réduire la taille des lésions dans un modèle déficient pour la protéine AIM 
(inhibiteur de l’apoptose) et le LDLR (Arai, Shelton et al. 2005). De même, la déficience de 
EP4, récepteur des prostaglandines E2 (PGE2) dans des souris LDLr-/- augmente l’apoptose et 
diminue la taille des lésions précoces (Babaev, Chew et al. 2008). 
L’ensemble de ces études montre la relation inverse entre l’apoptose et la progression des 
lésions. Cela suggère que l’apoptose du macrophage est un mécanisme de défense 
important qui permettrait de diminuer la cellularité des lésions précoces et donc d’éviter la 
progression de la maladie. 
2.2.4.3.2 Lésions avancées 
D’autres études utilisant des souris transgéniques dont la durée de vie des macrophages est 
modulée, ont permis de mieux définir le rôle des macrophages dans les plaques avancées. 
Notre laboratoire a publié une étude en 2008 dans laquelle la durée de vie du macrophage 
est augmentée. Nous avons utilisé un modèle de souris transgéniques dans lequel le gène 
anti-apoptotique Bcl2 est exprimé sous le contrôle du promoteur spécifique des 
macrophages, CD68 (Gautier, Huby et al. 2009). En accord avec la bibliographie, il a été 
montré dans cette étude que dans les lésions précoces, la survie du macrophage est 
délétère. De manière très intéressante, l’analyse des lésions avancées montre en revanche 
que l’augmentation de la survie du macrophage a un effet athéro-protecteur (Figure 19). 
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Figure 18 : Rôle de l’apoptose dans le développement et la progression des lésions précoces 
d’athérosclérose. 
 
Figure 19 : Rôle de l’apoptose dans le développement et la progression des lésions avancées d’athérosclérose 
BMT=Transfert de moelle osseuse / FLC = Transplantation hépatique de cellule fœtale 
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E.Thorp et coll. ont utilisé un modèle de souris transgéniques dans lequel le gène Bcl2 est 
déficient (LysMCre Bcl2 flox/flox Apoe-/-). Après 10 semaines de régime riche en gras (HFD), les 
souris déficientes pour Bcl2 présentent plus d’apoptose dans les lésions par rapport aux 
souris contrôles mais pas de changement au niveau de la taille des lésions, du cholestérol ou 
des cytokines pro-inflammatoires. En revanche, ces souris ont une augmentation de la 
surface nécrotique. Cette étude suggère que Bcl2 joue un rôle primordial dans la 
maintenance des plaques « stables » (Thorp, Li et al. 2009). 
Un modèle murin de diminution de la survie du macrophage a été développé au sein du 
laboratoire, le modèle LysM Cre Bcl-x flox/flox Apoe-/- (Shearn, Deswaerte et al. 2012). Dans ce 
modèle où l’on diminue le nombre de macrophages, nous avons observé une augmentation 
de la progression des lésions, une augmentation de l’apoptose et de la nécrose ainsi qu’une 
diminution du contenu en collagène. Ces résultats sont consistants avec les études 
précédentes et montrent que l’apoptose du macrophage dans les lésions avancées est pro-
athérogènique ou pro-nécrotique. 
Plus récemment, une étude sur des souris LysM Cre p38a flox/flox Apoe-/- dans laquelle 
l’expression de p38a, facteur anti-apoptotique, est diminué, montre une augmentation de 
l’apoptose et une augmentation de la nécrose malgré aucun effet sur la taille des lésions 
(Seimon, Wang et al. 2009). Les souris déficientes pour le récepteur 2 à l‘apoE (apoeER2) 
codé par le gène LRP8 (Lrp8−/−LDLr−/−) présentent une élévation des facteurs pro-
apoptotiques (notamment p53 dans les macrophages), montrent une augmentation de 
l’apoptose ainsi qu’une augmentation de taille des lésions avancées (Waltmann, Basford et 
al. 2014). 
Contrairement aux lésions précoces, l’apoptose du macrophage est un phénomène délétère 
dans les lésions avancées. En effet, il existe un rationnel fort entre l’accumulation des 
cellules apoptotiques et le développement du noyau nécrotique favorisant la vulnérabilité 
des plaques (Tabas 2009) (Schrijvers, De Meyer et al. 2007). Ces plaques vulnérables sont 
caractérisées par une grande surface nécrotique, un état inflammatoire important et une 
fine chape fibreuse (Virmani, Burke et al. 2002). Ces propriétés rendent la plaque plus 
susceptible à des phénomènes de rupture ou d’érosion. 
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2.2.4.3.3 Inducteur de l’apoptose : le Stress du Réticulum Endoplasmique (SRE) 
Les mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de l’apoptose du macrophage sont 
multifactoriels. Le stress du réticulum endoplasmique (SRE) est très étudié du fait de sa 
capacité à jouer les médiateurs entre différentes voies de signalisation pouvant aboutir à 
l’apoptose. De plus, il a été démontré une corrélation positive entre les marqueurs du SRE et 
les plaques instables (Myoishi, Hao et al. 2007). 
Des études in vitro démontrent que l’accumulation de cholestérol libre entraine l’apoptose 
du macrophage via l’activation du SRE (Feng, Yao et al. 2003) (Han, Liang et al. 2006). 
Il a donc été suggéré que l’apoptose du macrophage induite par le SRE contribue au 
développement des lésions avancées.  
 
En condition normale, le cholestérol libre est véhiculé à l’intérieur de la cellule vers le 
réticulum endoplasmique par la protéine NPC1 (Yu, Jiang et al. 2014). La déficience 
hétérozygote du gène Npc1 bloque le trafic du cholestérol vers le RE. Cette délétion partielle 
dans les souris Npc1+/−/Apoe−/− empêche la formation de débris nécrotiques et la mort 
cellulaire des macrophages dans les lésions d’athérosclérose (Feng, Yao et al. 2003; Feng, 
Zhang et al. 2003). Cette étude suggère un rôle pro-athérogène de NPC1. Or, de nombreuses 
études montrent un rôle athéro-protecteur de NPC1 par son action sur le transport inverse 
du cholestérol et sa capacité à augmenter l’efflux (Zhang, Coleman et al. 2008) (Welch, Sun 
et al. 2007) (Afzali, Nakhaee et al. 2013) (Dai, Ou et al. 2008) (Hu, Ma et al. 2013). Les 
auteurs expliquent cette hétérogénéité des résultats par la différence des stades de 
développement de l’athérosclérose étudiés. De plus, le degré d’expression de NPC1, la perte 
de fonction dans les souris KO ou la délétion partielle dans les souris hétérozygotes, pourrait 
également expliquer ces variabilités entre les études. 
 
Dans le RE, le cholestérol libre est acétylé par l’enzyme ACAT (Buhman, Accad et al. 2000; 
Rudel, Lee et al. 2001). Le rôle de cette protéine au cours de l’athérosclérose est lui aussi 
sujet à controverse. Certaines études montrent que lorsque l’on inhibe la protéine ACAT au 
niveau des macrophages dans les lésions avancées, on augmente la progression des lésions 
(Fazio, Major et al. 2001) (Ohshiro, Matsuda et al. 2011; Rong, Blachford et al. 2013) (Xu, Hu 
et al. 2013) (Rong, Blachford et al. 2013).  
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Chez l’homme, les traitements visant l’inhibition de la protéine ne montrent aucun effet sur 
les lésions d’athérosclérose (Nissen, Tuzcu et al. 2006) (Tardif, Gregoire et al. 2004). Une 
explication possible pour ces résultats contradictoires serait le taux d’inhibition de l’ACAT qui 
diffère selon les études.  
Toutefois, Il a été mis en évidence qu’un dysfonctionnement de l’ACAT induit un stress du 
réticulum endoplasmique dû à l'accumulation de cholestérol libre dans les macrophages et 
plus spécifiquement dans les cellules spumeuses (Tabas 2009). Le cholestérol libre activerait 
alors un système cellulaire que l’on appelle l’UPR (Feng, Yao et al. 2003).  
Ce système UPR protège le réticulum endoplasmique de toute perturbation 
physiopathologique (changements dans l’homéostasie du calcium, altération de la 
membrane plasmique, un environnement redox perturbé ou encore une accumulation de 
protéines mal repliées). Ce système permet de garder les cellules en vie si un processus de 
réparation est possible ou au contraire de conduire à la mort cellulaire dans le cas de 
perturbation irréparable (Lee and Ozcan 2014).  
L’activation de l’UPR engage 3 cascades de signalisations initiées par des protéines 
transmembranaires du RE : la protéine kinase PERK (pancreatic ER Kinase), IRE1 (inositol-
requiring transmembrane kinase/endonuclese 1), le facteur de transcription ATF6 (activating 
transcription factor 6) (Figure 20). 
L’action combinée de ces voies permet de restaurer l’homéostasie du RE par l’activation de 
protéines de dégradation et la production des protéines chaperonnes (Martinon 2012). Un 
stress prolongé du réticulum endoplasmique active une voie particulière de l’UPR impliquant 
la protéine CHOP (GADD153) qui lorsqu’elle est exprimée de manière prolongée conduit à la 
mort cellulaire (Scull and Tabas 2011). 
Il a été montré que l’accumulation de cholestérol libre conduit à l’activation du système UPR 
et à l’induction de CHOP. En effet, les souris Chop-/- sont protégées de l’apoptose induite par 
le cholestérol libre (Feng, Yao et al. 2003; Thorp, Li et al. 2009).  
Le mécanisme proposé est que le CL modifie la fluidité de la membrane du réticulum 
endoplasmique, entrainant un dysfonctionnement des protéines membranaires dont SERCA 
(Sarcoendoplasmic reticulum ATPase), un transporteur calcique. L’inhibition de l’activité du 
transporteur SERCA diminue la concentration cellulaire de calcium et active le système UPR 
(Feng, Yao et al. 2003; Li, Ge et al. 2004). 
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Figure 20 : Modèle d’induction du stress du réticulum endoplasmique  
dans les macrophages des lésions avancées 
(Adapté de Tabas I, Antioxid Redox Signal. 2009 Sep;11(9):2333-9) 
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La protéine CHOP semble impliquée dans différents mécanismes permettant d’activer 
l’apoptose. Il a été décrit que l’accumulation intracellulaire du cholestérol libre induit 
l’activation et la translocation de Bax dans les mitochondries des macrophages de manière 
dépendante de CHOP (Tsukano, Gotoh et al. 2010). De plus, la surexpression de CHOP dans 
des lignées cellulaires est corrélée avec une diminution de la protéine anti-apoptotique BCL-
2 (McCullough, Martindale et al. 2001). La protéine BIM pourrait également être impliquée 
via l’activation de BAX (Puthalakath, O'Reilly et al. 2007). 
Cette protéine CHOP apparaît donc comme une cible thérapeutique potentielle afin de 
diminuer l’apoptose du macrophage dans les lésions avancées. En effet, E.Thorp et coll. ont 
montré que la délétion de CHOP à la fois dans les souris LDLr-/- et Apoe-/- diminue la taille des 
lésions avancées, en diminuant l’apoptose des macrophages et la nécrose (Thorp, Li et al. 
2009). 
La protéine CHOP serait également impliquée dans d’autres voies de signalisation conduisant 
à l’apoptose dont celle de la NADPH oxydase et la génération de ROS (Tabas 2010) (Martinet, 
Schrijvers et al. 2012). 
Une autre cible thérapeutique potentielle est la protéine chaperonne aP2. Les lipides 
cellulaires et la réception du signal lipidique sont régulés dans la cellule par des protéines 
chaperonnes lipidiques et notamment par aP2 (fatty acid binding protein-4). AP2 est activée 
par l’accumulation de lipides et active à son tour le SRE dans les macrophages. L’inhibition 
de cette protéine permet donc d’empêcher l’activation du SRE, protège le macrophage de la 
mort cellulaire et réduit l’athérosclérose. Cet effet athéro-protecteur est dû à la modulation 
du système UPR (Erbay, Babaev et al. 2009). 
Bien que l’accumulation du cholestérol libre et l’activation de l’UPR aient été observées dans 
les lésions précoces, il n’y a pas de signe d’apoptose. En revanche, dans les lésions avancées, 
ces mécanismes induisent la mort cellulaire des macrophages spumeux. Cela suggère que 
d’autres médiateurs cellulaires et voies de signalisation sont requis pour l’apoptose du 
macrophage (Zhou, Lhotak et al. 2005). En effet, il a été montré que l’apoptose du 
macrophage via un stress du réticulum endoplasmique pouvait être supprimé par l’absence 
ou l’inhibition du SRA et de TLR4 indiquant que l’UPR seul n’est pas suffisant pour activer 
l’apoptose dans les lésions avancées. L’activation des PRR combinée à l’UPR est donc 
nécessaire pour activer les voies pro-apoptotiques (Tabas 2010) (Seimon, Obstfeld et al. 
2006). 
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Il existe dans les lésions avancées un grand nombre de molécules pouvant activer à la fois le 
SRE et les PPR comme les phospholipides oxydées, les LDLox et les acides gras saturés. 
L’activation de ces deux voies permet d’amplifier les processus de mort cellulaire observés 
dans les lésions avancées. 
En plus de son rôle dans l’apoptose du macrophage, le stress du réticulum endoplasmique 
semble impliqué dans l’apoptose des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses 
mais aussi la différentiation des macrophages de phénotype M2. Le système UPR est 
également activé par le shear stress, et semble nécessaire pour la production de certaines 
cytokines pro-inflammatoires (Zhou and Tabas 2013). 
Etant donné le rôle du SRE et de l’UPR dans la progression de l’athérosclérose, des stratégies 
thérapeutiques permettant de lutter contre un SRE prolongé pourraient permettre de 
prévenir la maladie. Des molécules ciblant l’UPR et des protéines chaperonnes sont 
aujourd’hui en cours d’investigation clinique. 
 
2.2.5 Phagocytose des cellules apoptotiques 
 
Pourquoi l’apoptose des macrophages diminue la cellularité des lésions et la progression des 
lésions précoces mais augmente la nécrose des plaques dans les lésions avancées ? 
Une des hypothèses est que le processus de clairance physiologique des cellules 
apoptotiques via les cellules phagocytaires (efférocytose) est plus efficace dans les lésions 
précoces que dans les lésions avancées (Schrijvers, De Meyer et al. 2005) (Van Vre, Ait-
Oufella et al. 2012) (Schrijvers, De Meyer et al. 2007). 
La clairance inefficace des cellules apoptotiques conduit souvent à un phénomène de 
nécrose (Henson and Hume 2006). 
En condition physiologique, les cellules apoptotiques dans la plaque sont rapidement 
éliminées à la fois par les cellules phagocytaires professionnelles (macrophages et cellules 
dendritiques) et les cellules avoisinantes non professionnelles telles que les cellules 
endothéliales et les cellules musculaires lisses.  
Au cours des dernières années, les mécanismes moléculaires permettant l’interaction entre 
les cellules apoptotiques et les phagocytes ont été beaucoup étudiés. 
 
74 
 
Les cellules apoptotiques sécrètent des molécules chémoattractives pour attirer les 
phagocytes sur le site de l’apoptose (Peter, Wesselborg et al. 2010). 
Ces molécules sont appelées le signal « find-me » dont voici quelques exemples : 
 Il a été montré que la fractalkine (CX3CL1) est rapidement sécrétée à la surface des 
lymphocytes apoptotiques et permet le recrutement des macrophages (Truman, Ford et al. 
2008). 
 La lysophosphatidylcholine est activée par la caspase 3 dans les cellules apoptotiques 
et sert à la fois de signal « find-me » et « eat-me ». Ce lipide permettrait le recrutement des 
monocytes via l’induction de MCP-1 et RANTES (Lauber, Bohn et al. 2003). 
 L’ATP et l’UTP libérés par les caspases ont également un pouvoir chémoattractant sur 
les monocytes et les macrophages via leur fixation sur des récepteurs purinergiques P2Y et 
P2X et facilitent la clairance (Elliott, Chekeni et al. 2009) (Marques-da-Silva, Burnstock et al. 
2011). 
Une fois que les phagocytes sont recrutés via la sécrétion des signaux « find-me », les 
cellules apoptotiques expriment des molécules « eat-me ». Ces molécules « eat-me » sont 
surexprimées ou transloquées à la membrane des cellules apoptotiques et facilitent 
l’interaction avec les phagocytes. La phosphatidylsérine est la molécule principalement 
impliquée au cours de ce processus. Après induction de l’apoptose dans une cellule, on 
observe à la surface membranaire, la translocation de phosphatidylsérine (PS) du feuillet 
interne de la bicouche lipidique vers le feuillet externe (Hoffmann, deCathelineau et al. 
2001). Il existe plusieurs familles de récepteurs présentes à la surface des phagocytes 
pouvant lier la PS des cellules apoptotiques : 
- La famille des protéines TIM (Tim1, Tim3 et Tim4) (Kobayashi, Karisola et al. 2007) 
(Miyanishi, Tada et al. 2007; Wong, Valdez et al. 2010). 
- La famille des récepteurs tyrosine kinase Axl/Mer/Tyro3 et plus particulièrement le 
récepteur MERTK (Scott, McMahon et al. 2001). 
- Les récepteurs scavengers (SR-A, LOX-1, CD68, CD14, CD36) des phagocytes permettent 
également la fixation des celles apoptotiques notamment via les lipoprotéines oxydées 
(Schrijvers, De Meyer et al. 2007) (Figure 21). 
- Plusieurs molécules comme les facteurs du complément C1q, iC3b opsonisent les cellules 
apoptotiques et facilitent l’interaction avec les phagocytes (Poon, Hulett et al. 2010) 
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Figure 21 : Diversité des molécules impliquées dans la reconnaissance des cellules apoptotiques 
(D’après John Savill et al, Nature Reviews Immunology 2, 2002, 965-975). 
 
 
 
 
 
 
 
76 
 
Il existe aussi des molécules permettant de faire le pont entre la PS et ces récepteurs comme 
MFGE8 avec TIMP, GAS-6 avec MERTK, β2-GPI. 
Après l’ingestion par le phagocyte, les cellules apoptotiques vont être dégradées par une 
série de fusions avec les endosomes et les lysosomes. Par la suite, la présentation de 
l’antigène par les macrophages et les cellules dendritiques va induire une réponse 
adaptative (Erwig and Henson 2007). Cependant, cette réponse adaptative est différente s’il 
s’agit de cellules apoptotiques ou nécrotiques. Par exemple, après la phagocytose de 
neutrophiles nécrotiques, les macrophages augmentent l’expression de la molécule de  
co-stimulation CD40, ce qui induit une forte prolifération des LT. En revanche, après 
l’ingestion de cellules apoptotiques, cette prolifération des LT est très réduite (Barker, Erwig 
et al. 2002). Plusieurs études montrent que les cellules apoptotiques produisent des facteurs 
anti-inflammatoires comme l’IL10, le TGFβ, le facteur d’activation plaquettaire (PAF), la 
prostaglandine E2 (PGE2) et induisent, suite à la présentation antigénique, des réponses 
tolérogènes (Huynh, Fadok et al. 2002) (Lucas, Stuart et al. 2006) (Chung, Kim et al. 2006) 
(Savill, Dransfield et al. 2002). En effet, la production de ces cytokines induit la 
différenciation des LT CD4+ naïfs en LT régulateur (Treg) et LT helper 2 (Th2) qui inhibent les 
réponses immunes pro-inflammatoires. 
De plus, les antigènes des cellules apoptotiques présentés par les cellules dendritiques via le 
complexe majeur d'histocompatibilité de classe I (MHCI) induit la différenciation des LT CD8+ 
en LT cytotoxiques (CTLs). Ces CTLs produisent le signal de mort TRAIL qui induit leur propre 
mort ainsi que la mort des LT CD4+ activés permettant la tolérance (Green, Ferguson et al. 
2009).  
Les travaux de N. Ipseiz et coll. montrent que les cellules apoptotiques sont 
préférentiellement phagocytées par les macrophages résidents et non par les macrophages 
dérivés des monocytes. Ces travaux montrent également que l’exposition de la 
phosphatidylsérine par les cellules apoptotiques est à la base du signal anti-inflammatoire 
induit chez le phagocyte comme l’inhibition de la voie du NFĸB, et la répression des 
cytokines inflammatoires comme l’IL12 (Ipseiz, Uderhardt et al. 2014). Une autre étude in 
vitro montre que les cellules apoptotiques sont préférentiellement éliminées par les 
macrophages de type M2 qui sécrètent des cytokines anti-inflammatoires comme le TGFβ et 
l’IL-10 (Xu, Roos et al. 2006). 
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Plusieurs senseurs transcriptionnels sont capables d’orchestrer cette clairance non 
inflammatoire comme les récepteurs nucléaires tels que PPARs, et LXR. En effet, l’ingestion 
des cellules apoptotiques par les phagocytes, active PPAR-δ qui induit ensuite l’expression 
des opsonines comme C1qa, C1qb, THB1, MFGE8, molécules reliant le corps apoptotique et 
les récepteurs membranaires des phagocytes (Mukundan, Odegaard et al. 2009). LXR est 
également activé par la phagocytose des cellules apoptotiques surement via l’accumulation 
de cholestérol membranaire. LXR active la transcription de MERTK qui permet la clairance 
ainsi que d’autres facteurs comme Abca1 et Abcg1 qui augmentent l’efflux du cholestérol en 
excès (A-Gonzalez, Bensinger et al. 2009). 
A l’inverse, il a souvent été montré que l’interaction des phagocytes avec des cellules 
nécrotiques entraine une réponse inflammatoire. La protéine HMGB-1 (High mobility group 
1) est une protéine nucléaire fixée à la chromatine en condition physiologique. Lors de la 
nécrose, cette protéine est libérée dans le milieu extracellulaire via la perte d’intégrité 
membranaire (Bell, Jiang et al. 2006) (Scaffidi, Misteli et al. 2002). Cette protéine joue un 
rôle majeur dans l’inflammation, elle a un pouvoir chemoattractant sur les neutrophiles, 
active les cellules endothéliales par augmentation de l’expression de VCAM, ICAM et de la 
E-selectine. HMGB1 se fixe sur les récepteurs TLR-2 et TLR-4, induit la production de 
cytokines pro-inflammatoires par les monocytes comme TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, MIP-
1α et β et l’expression de NF-ĸB. Cette protéine joue donc un rôle important au cours de 
l’inflammation vasculaire et de l’athérosclérose, son inhibition apparait donc comme une 
cible thérapeutique de choix (Liu, Yu et al. 2013). D’autres protéines libérées au cours de la 
nécrose comme la famille des calgranulines (S100), des protéines de choc thermique ou HSP 
(pour heat shock proteins), l’acide uric, l’ATP induisent une réponse pro-inflammatoire 
(Peter, Wesselborg et al. 2010). 
La réponse immune induite par les cellules apoptotiques dépend de la « qualité » de la 
cellule qui détermine quel type de signal « eat-me » est exposé aux phagocytes. Les facteurs 
déterminants la « qualité » de ces cellules sont le type cellulaire, la cause de la mort 
cellulaire et le statut d’activation de la cellule morte. De plus, la quantité des cellules 
apoptotiques détermine l’amplitude de la réponse immune. En condition physiologique, la 
mort cellulaire est régulée et induit une inflammation silencieuse. En revanche, une 
accumulation de cellules apoptotiques comme dans les lésions avancées au cours de 
l’athérosclérose, induit une réponse pro-inflammatoire. 
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2.2.6 Défaut de clairance des cellules apoptotiques 
Dans les lésions précoces, l’apoptose est contrebalancée par une efférocytose efficace. 
Cependant, dans les lésions avancées, la clairance des cellules apoptotiques est diminuée, 
ces cellules progressent vers la nécrose secondaire, ce qui augmente la progression des 
lésions et augmente le risque de rupture des plaques (Thorp 2010) (Ravichandran and Lorenz 
2007) (Schrijvers, De Meyer et al. 2005). 
Le défaut de clairance des cellules apoptotiques est donc un point crucial du développement 
de lésions. En effet, la déficience de C1q augmente le nombre de débris apoptotiques dans 
les plaques et accélère le développement de l’athérosclérose même au stade de lésions 
précoces (Bhatia, Yun et al. 2007). Les souris déficientes pour MFGE8 accumulent dans les 
lésions plus de débris apoptotiques que les souris Mfge8+/+ et présentent une diminution de 
la sécrétion d’IL-10 et une augmentation de l’INFγ (Ait-Oufella, Kinugawa et al. 2007). 
De même, la déficience de MERTK induit une diminution de l’IL-10, une augmentation de l’IL-
12 et de l’INFγ ainsi qu’une augmentation des lésions d’athérosclérose (Thorp, Cui et al. 
2008) (Ait-Oufella, Pouresmail et al. 2008). Ces résultats suggèrent qu’une phagocytose 
efficace est également cruciale pour le maintien d’un milieu anti-inflammatoire afin de 
contrebalancer la progression des lésions.  
La phagocytose est un processus impliquant un grand nombre de facteurs, de ligands et de 
récepteurs. Cela suggère que de nombreuses voies cellulaires peuvent être impliquées dans 
le défaut de clairance dans les lésions avancées : 
• Un défaut d’expression de différentes molécules impliquées dans le processus de 
phagocytose, MERTK, MFGE8 ou les molécules du complément C1q…(Thorp, Cui et al. 2008) 
(Ait-Oufella, Pouresmail et al. 2008) (Bhatia, Yun et al. 2007). 
• Une inhibition compétitive des LDLox avec les cellules apoptotiques. 
D. Tsiantoulas et coll. ont montré que les LDLox sont en compétition avec les cellules 
apoptotiques pour leur fixation sur le macrophage via SR-A, CD36, CD68. En effet, les LDLox 
et les cellules apoptotiques partagent des motifs oxydés à leur surface qui servent de ligands 
pour leur fixation aux macrophages. Pour pallier à cette compétition, les anticorps naturels 
comme les IgM dirigés contre les LDLox se fixent aux LDLox et inhibent leur phagocytose.  
Ces IgM facilitent alors la clairance des cellules apoptotiques (Chang, Bergmark et al. 1999) 
(Tsiantoulas, Diehl et al. 2014). 
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• Le stress oxydatifs 
Au cours de l’efférocytose, une grande quantité de ROS est générée via l’activation du 
complexe NOX2 (NADPH oxidase) (Yvan-Charvet, Pagler et al. 2010). Une sur-activation de 
NOX2 induit un stress oxydatif conduisant à la mort de la cellule. Dans les conditions 
physiologiques après l’efférocytose, NOX2 est contrôlé de telle manière que le stress 
oxydatif n’est pas assez intense pour conduire à la mort cellulaire (Lee and Surh 2013). 
Il peut donc être suggéré qu’un défaut de régulation de NOX2 induirait la mort cellulaire et 
empêcherait la clairance des cellules apoptotiques. 
De plus, les phospholipides oxydés, le cholestérol libre et les oxystérols retrouvés au niveau 
des plaques d’athérosclérose sont également capables d’induire un stress du réticulum 
endoplasmique (Seimon, Nadolski et al. 2010) (Tabas and Ron 2011). 
• La transformation en cellules spumeuses 
L’accumulation de débris indigestes dans le cytoplasme des macrophages pourrait inhiber la 
phagocytose. En effet, il a été montré que l’expression de MFG-E8 était diminuée dans les 
macrophages chargés en cholestérol libre (Su, Dove et al. 2005). 
Cette hypothèse est discutée, puisque une autre étude in vitro montre que même quand les 
macrophages sont chargés en cholestérol libre, ils sont toujours capables de phagocyter les 
cellules apoptotiques (Tabas 2010) (Li, Gerbod-Giannone et al. 2006). 
Au cours de l’efférocytose, l’expression des transporteurs ABCA1 et ABCG1 est augmentée. 
La diminution de l’expression de ces deux transporteurs, comme c’est le cas dans les cellules 
spumeuses, empêcherait la phagocytose. ABCA1 et ABCG1 maintiennent la viabilité du 
macrophage pendant l’efférocytose et défendent le macrophage contre la mort cellulaire 
induite par les phospholipides oxydés (Yvan-Charvet, Pagler et al. 2010). 
• De même, l’augmentation d’acides gras à la membrane des macrophages peut 
empêcher l’efférocytose (Thorp, Subramanian et al. 2011) (Li, Sun et al. 2009). 
• Une déficience de LXR et PPAR 
En plus de leur rôle dans l’activation des voies de l’efflux de cholestérol, les récepteurs 
nucléaires comme LXRs et PPARs peuvent réguler la transcription des molécules impliquées 
dans l’internalisation des cellules apoptotiques comme par exemple MERTK (A-Gonzalez, 
Bensinger et al. 2009). 
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• L’inflammation peut également avoir un impact sur l’efférocytose 
In vitro, MERTK peut-être clivée en condition inflammatoire (traitement avec du LPS ou de la 
PMA). La forme soluble de MERTK induit l’inhibition de Gas6 ce qui entraine un défaut de 
clairance (Sather, Kenyon et al. 2007). Lorsque l’on induit l’apoptose d’une cellule par une 
charge en cholestérol libre, il a été observé une augmentation de la réponse inflammatoire 
avec une sécrétion de TNFα et d’IL-1β (Li, Gerbod-Giannone et al. 2006). 
Dans le cas d’une clairance inefficace, les cellules apoptotiques s’accumulent et sont à 
l’origine de la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire comme l’IL6 et le TNFα. Ces signaux 
pro-inflammatoires pourraient alors activer le clivage de MERTK empêchant ainsi 
l’efférocytose. 
 
Les lésions d’athérosclérose représentent un milieu particulier, pro-inflammatoire où 
l’efférocytose est très sollicitée car les taux d’apoptose sont importants. Le blocage d’une 
seule voie d’efférocytose peut donc avoir des effets dramatiques sur le développement des 
lésions. Les cellules apoptotiques non éliminées forment secondairement des cellules 
nécrotiques. Ces cellules produisent alors des protéases intracellulaires et autres matériels 
toxiques conduisant à une réponse inflammatoire. Ce signal pro-inflammatoire conduit alors 
au recrutement des monocytes, à la diminution de la survie des phagocytes et à la 
perturbation des cellules endothéliales. 
De plus, les cellules apoptotiques augmentent la sécrétion du facteur tissulaire, une 
molécule pro-coagulante, souvent à la base du processus de thrombus associé aux plaques 
avancées. La formation du noyau nécrotique est associée avec l’accumulation d’acide 
lysophosphatidique qui augmente l’agrégation des plaquettes et empêche l’émigration des 
macrophages des lésions. Les facteurs pro-inflammatoires du noyau nécrotique induisent la 
production par les macrophages voisins de métalloprotéinases à la base de l’instabilité des 
lésions. Les macrophages nécrotiques induisent également la libération de facteurs 
angiogéniques alors que la néovascularisation augmente la progression des lésions. 
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3 L’APOE 
L’apolipoprotéine E joue un rôle majeur dans la pathologie de l’athérosclérose. Elle possède 
des propriétés anti-athérogènes via l’efflux de cholestérol des macrophages spumeux et 
possède des propriétés anti-inflammatoires, d’anti-prolifération et participe à la régulation 
immunitaire. Rechercher les mécanismes permettant sa sécrétion semble donc essentiel 
pour notre compréhension de la pathologie. 
L’apoE a été découverte dans les années 1970, c’est une protéine de 34-kDa composée de 
299 acides. Chez l’homme, les trois isoformes communes (apoE2, apoE3 et apoE4) sont 
codées par un gène sur le chromosome 19. Les trois allèles diffèrent par leur fréquence, ε4 
(15-20%), ε3 (65-70%) ε2 (5-10%) et donnent lieu à trois phénotypes homozygotes et 
hétérozygotes. La différence de séquence des 3 isoformes entraine des différences dans la 
structure et dans la fonction de chacune. Par exemple, il a été montré in vitro que apoE4 se 
lie préférentiellement aux VLDL, tandis que l’apoE2 et l’apoE3 se lient préférentiellement 
aux HDL (Mahley, Weisgraber et al. 2009). Il est important de noter que chez la souris, 
comme toutes les espèces animales autres que l’homme, le gène codant pour l’apoE n’est 
pas polymorphique, et l’unique allèle existant code pour une forme semblable à l’apoE4 
humaine. En revanche, la préférence lipidique de l’apoE murine va comme pour l’apoE3 
humaine aux petites particules de type HDL (Raffai, Dong et al. 2001). 
3.1 Rôle dans le métabolisme lipidique 
L’apoE est impliquée dans de nombreuses étapes de l’homéostasie des lipoprotéines. Dans 
le plasma, elle est associée aux particules HDL, VLDL et aux chylomicrons. De cette manière, 
l'apoE dirige le métabolisme des triglycérides, du cholestérol endogène et alimentaire en les 
délivrant soit à des cellules extra-hépatiques soit au niveau du foie selon les besoins de 
l’organisme. À cet égard, l’apoE a une fonction de «système endocrinien». L’apoE peut 
également redistribuer les lipides dans un tissu entre les différentes cellules et a donc une 
fonction "paracrine" (Mahley and Rall 2000). 
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Les fonctions de l’apoE sont principalement médiées par son rôle de ligand et donc sa 
fixation sur différents récepteurs. Il existe sept récepteurs appartenant à la famille du LDLR 
capables de lier l’apoE dont les deux principaux membres sont le LDLR et le LRP1. 
Le LDLR est exprimé de manière ubiquitaire, il reconnaît principalement l’apoE associée à 
des lipides ainsi que l’apoB et permet la clairance des lipoprotéines circulantes. 
Le LRP1 est exprimé par de nombreux tissus comme le foie, le cerveau et les macrophages. Il 
reconnait de nombreux ligands et exerce de multiples fonctions. Ce récepteur joue un rôle 
dans le métabolisme des lipides mais également dans la phagocytose des cellules 
apoptotiques et l’immuno-modulation. 
L’apoE peut également se lier au récepteur des VLDL (VLDLR). A la différence du LDLR, le 
VLDLR est absent du foie mais est hautement exprimé au niveau du cœur, du tissu adipeux 
et des muscles squelettiques. Il lie l’apoE des lipoprotéines riches en triglycérides et permet 
l’entrée des lipides dans les cellules. 
Le récepteur apoER2 codé par le gène Lrp8 est abondamment exprimé dans le cerveau. Bien 
qu’il soit faiblement exprimé dans les cellules plaquettaires, les cellules endothéliales et les 
monocytes/macrophages, ce récepteur semble jouer un rôle dans l’athérosclérose.  
L’apoE se lie également avec une forte affinité à certains protéoglycanes et en particulier à 
l’heparan-sulfate protéoglycan (HSPG) (Gonzales, Gordts et al. 2013). Cette interaction 
contribue à la clairance des lipoprotéines en immobilisant les particules lipidiques à la 
surface des cellules, facilitant ainsi leur endocytose notamment via le récepteur LRP1. 
Il a été montré que l’apoE peut se lier au récepteur scavenger SR-B1, notamment en 
l’absence de lipides (Bultel-Brienne, Lestavel et al. 2002). 
 
En plus de son rôle de ligand, l’apoE peut influencer d’autres aspects du métabolisme 
lipidique. L’accumulation d’apoE diminue la lipolyse des VLDL par les lipases, elle peut activer 
la LCAT responsable de l’estérification du cholestérol, influencer l’activité de la LH et de la 
CETP qui permet les échanges lipidiques entre les lipoprotéines. 
L’apoE peut aussi influencer les taux plasmatiques de triglycérides et de VLDL. La synthèse et 
la sécrétion d’apoE par le foie ou son accumulation dans le plasma entraine l’augmentation 
de la synthèse et de la sécrétion de VLDL. Donc l’apoE peut réguler à la fois l’anabolisme et 
le catabolisme des lipoprotéines (Mahley and Rall 2000) (Getz and Reardon 2009). 
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L’apoE régule également l’entrée et la sortie du cholestérol dans les cellules et par sa fixation 
aux HDL, elle participe au retour du cholestérol en excès des cellules périphériques vers le 
foie. Ce rôle de ligand de l’apoE sur les HDL est plus important chez la souris que chez 
l’homme. Chez l’humain, l’excès de HDL-C est transféré vers les VLDL et les LDL par la CETP 
pour le retour vers le foie. Cependant, une partie des HDL peut transférer ses esters de 
cholestérol au foie via SR-B1 (Mahley, Huang et al. 2006). 
 
Le foie est la principale source d’apoE dans l’organisme, le cerveau vient ensuite comme le 
second organe producteur (Getz and Reardon 2009). La famille des phagocytes 
mononucléaires contribue également à la concentration plasmatique d’apoE. SK. Basu et 
coll. ont identifié pour la première fois cette protéine dans le surnageant de macrophages 
péritonéaux. Cette synthèse/sécrétion est augmentée de 6 à 8 fois quand les cellules sont 
chargées en cholestérol et de 3 fois en présence de VLDL (Basu, Brown et al. 1981). Il a 
également été montré que les monocytes classiques CD14+ CD16- analogues au Ly-
6Chigh chez la souris exprimeraient plus d’apoE que les monocytes CD14low CD16+ dont le 
phénotype est semblable au Ly-6Clow (Braesch-Andersen, Paulie et al. 2013). 
3.2 La régulation du pool d’apoE 
Plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation de la transcription de 
l'apoE dans les macrophages notamment AP-1, NF-κ B, LXR, et PPARγ.  
B.Laffite et coll. ont montré que LXRα and LXRβ ainsi que leurs ligands, les oxystérols sont 
des régulateurs importants de l’expression d’apoE dans les macrophages et le tissu adipeux. 
En effet, les souris déficientes en LXR (Lxrα-/- et/ou Lxrβ-/-) montrent une sécrétion d’apoE 
diminuée dans le cas du simple KO et abolie dans le double KO suggérant un rôle central de 
LXR dans le contrôle de la synthèse d’apoE (Laffitte, Repa et al. 2001) (Kockx, Jessup et al. 
2008). 
L’apoE nouvellement synthétisée dans le réticulum endoplasmique suit la voie de sécrétion 
classique des protéines, elle trafique vers l’appareil de Golgi puis est incorporée dans des 
vésicules avant d’être adressée à la membrane pour sa sécrétion hors de la cellule (Kockx, 
Guo et al. 2007). Une proportion de l'apoE sécrétée peut être trouvée liée à la surface de la 
cellule en association avec les protéoglycanes (Gonzales, Gordts et al. 2013).  
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Ce pool à la surface cellulaire peut être ensuite ré-internalisé puis dégradé ou transporté 
vers le Golgi. 
En plus de son rôle dans l’efflux de cholestérol vers les particules HDL, ABCG1 permettrait 
également de réguler la sécrétion d’apoE. En effet, les macrophages Abcg1-/- sécrètent plus 
d’apoE que les macrophages C57Bl/6J. L’hypothèse est qu’en condition normale, ABCG1 est 
impliqué dans le mécanisme de dégradation lysosomale de l’apoE. (Ranalletta, Wang et al. 
2006). 
A. Von Eckardstein et coll. montre que ABCA1 serait également impliqué dans la sécrétion 
d’apoE. L’inhibition d’ABCA1 dans des macrophages en culture (HMDM et THP1), diminue la 
sécrétion d’apoE.(Von Eckardstein, Langer et al. 2001). De plus, il a été montré que les 
personnes atteintes de la maladie de Tangier ayant des mutations sur le gène Abca1, ont des 
macrophages qui expriment deux fois moins d’apoE que des macrophages controles. 
D’autres études ont démontré que l’apoA-I, constituant majeur avec l’apoE des HDL, pouvait 
stimuler à la fois la sécrétion d’apoE et l’efflux de cholestérol dans les macrophages 
spumeux murins et humains (Rees, Sloane et al. 1999). 
 
La concentration cellulaire et plasmatique d’apoE dépend des processus de synthèse, de 
sécrétion et de dégradation. L’étude de ces différentes voies a permis d’identifier plusieurs 
protéines impliqué dans leur régulation comme les transporteurs ABCG1 et ABCA1 ainsi que 
l’apoA-1. Cependant les mécanismes par lesquels ces protéines agissent restent à définir. 
3.3 Rôle de l’apoE sur le développement des lésions d’athérosclérose 
La perte de fonction de l’apoE chez la souris et l’homme est associée avec à un profil 
lipoprotéique pro-athérogène. Dans de nombreux modèles, l’apoE a donc été surexprimée 
résultant la plupart du temps à une protection contre la formation des lésions 
d’athérosclérose. Une des principales techniques consiste à injecter un adénovirus 
recombinant contenant l’apoE humaine. L’injection d’apoE via un vecteur dans les souris 
Apoe-/- permet de normaliser les lipides et le profil lipoprotéique dans les souris Apoe-/-. Le 
cholestérol total ainsi que les VLDL, IDL, LDL sont diminués et les HDL sont augmentées 
permettant la diminution des lésions d’athérosclérose (Kashyap, Santamarinafojo et al. 
1995). 
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L’équipe de Rader montre également que l’expression hépatique d’apoE3 chez les souris 
Apoe-/- réduit le cholestérol et permet la régression rapide des lésions préexistantes 
(Tsukamoto, Tangirala et al. 1999) (Figure 22). 
Dans les souris LDLr-/-, l’injection d’un vecteur contenant l’apoE3 n’affecte pas le cholestérol 
total tout en ayant un effet athéro-protecteur (Tsukamoto, Tangirala et al. 2000). Cette 
étude montre que l’expression d’apoE hépatique est nécessaire dans le cas d’une déficience 
du LDLr pour faire de la clairance des lipoprotéines via le LRP. En revanche, la capacité de 
diminuer l’athérosclérose est conservée.  
 
I.Zanotti et coll. ont mis en évidence un autre rôle athéro-protecteur de l’apoE par le 
transfert in vivo de macrophages péritonéaux Apoe-/- vs Apoe+/+. En effet, il démontre que 
l’apoE sécrétée par le macrophage permet le retour inverse du cholestérol (RCT) par sa 
capacité à stimuler l’efflux du cholestérol (Zanotti, Pedrelli et al.).  
De plus, il a été montré que l’accumulation cellulaire en cholestérol conduit à la 
surexpression des gènes cibles de LXR dont l’apoE, ABCA1 et ABCG1, principales protéines 
impliquées dans l’élimination des pools cellulaires de cholestérol (Yvan-Charvet, Wang et al. 
2010). 
 
Une étude réalisée sur des souris transgéniques exprimant l’apoE humaine spécifiquement 
au niveau des macrophages montre que l’apoE dérivée du macrophage seule, permet une 
réduction du cholestérol ainsi qu’une réduction des lésions, même chez des souris 
hypercholestérolémiques Apoe-/- (Bellosta, Mahley et al. 1995). 
Les études de transplantation ont permis l’investigation du rôle de l’apoE produite 
spécifiquement par les cellules dérivées de la moelle osseuse. MF.Linton, W.Boisvert et 
M.Van Eck ont également étudié le rôle de l’apoE produite par le macrophage sur le 
cholestérol et l’athérosclérose. Dans ces trois études, la moelle osseuse de souris WT 
(Apoe+/+) est transférée à des souris Apoe-/-. L’apport d’apoE par le macrophage permet de 
diminuer la taille des lésions d’athérosclérose. Les auteurs ont également observé une 
augmentation de la clairance des lipoprotéines par les cellules parenchymateuses du foie, 
accompagnée d’une diminution du cholestérol. La cholestérolémie est diminuée de manière 
dose-dépendante de l’expression d’apoE (Linton, Atkinson et al. 1995) (Boisvert, 
Spangenberg et al. 1995) (Van Eck, Herijgers et al. 1997). 
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Figure 22 : Impact de l’apoE sur le métabolisme du cholestérol/des lipoprotéines 
et sur l’évolution des lésions 
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Inversement, lorsque l’on transfert de la moelle osseuse de souris Apoe-/- dans des souris 
Apoe+/+, on observe une augmentation des lésions d’athérosclérose mais pas d’effet sur la 
cholestérolémie (Fazio, Babaev et al. 1997). En plus de son rôle athéro-protecteur par sa 
capacité à faire de l’efflux, l’apoE produite par le macrophage, seule, est capable de faire de 
la clairance des lipoprotéines en présence de LDLR et LRP. 
Dans les souris déficientes à la fois en LDLR et en apoE, le transfert de cellules de la moelle 
osseuse de souris apoE+/+ ne permet pas de normaliser le profil lipidique. Donc dans le cas 
d’une déficience en LDLR, l’apoE du macrophage seule ne permet pas la clairance des 
lipoprotéines. L’apoE hépatique est nécessaire pour la clairance des lipoprotéines par le LRP 
(Linton, Hasty et al. 1998) (Fazio, Babaev et al. 2002). 
En conclusion, le LDLR permet une clairance efficace des lipoprotéines contenant l’apoE 
même en l’absence d’apoE produite par les hépatocytes. Cependant, l’endocytose des 
lipoprotéines par le LRP est dépendante de l’apoE produite par les hépatocytes. L’hypothèse 
des auteurs est que l’apoE produite par les hépatocytes agit sur la conformation du LRP et 
augmente sa capacité à fixer les lipoprotéines. 
Après transplantation d’une souris Apoe-/- avec de la moelle osseuse WT (Apoe+/+), 
l’expression d’apoE peut être quantifiée dans les lésions d’athérosclérose suggérant que les 
monocytes/macrophages peuvent véhiculer l’expression d’apoE dans la plaque. 
 
Un autre modèle d’étude de l’apoE a été développé, les souris Apoe hypomorphique (souris 
HypoE). Ces souris expriment entre 2 et 5 % d’apoE dans tous les tissus par rapport aux 
souris WT (Apoe+/+) mais ont un profil lipoprotéique similaire aux souris WT (Apoe+/+). Dans 
ces souris HypoE, environ 70 % du cholestérol plasmatique est associé aux HDL. Ceci suggère 
que seulement 2 à 5 % d’apoE est nécessaire pour la clairance des lipoprotéines avec un 
régime normal (Chow diet) (Raffai and Weisgraber 2002). 
Lorsque les souris HypoE sont nourries avec un régime riche en gras, elles développent des 
lésions importantes qu’il est possible de faire régresser, soit par un changement de régime 
soit en rétablissant l’expression normale d’apoE (Raffai, Loeb et al. 2005). 
Le croisement de ces souris HypoE avec des souris LysM Cre permet de restaurer 37% du 
taux normal d’apoE seulement au niveau des macrophages.  
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Cette expression d’apoE spécifique des macrophages augmente le pool d’apoE plasmatique 
surtout sous HFD notamment par les cellules de Kupffer et réduit la concentration de 
cholestérol plasmatique et la taille des lésions. L’apoE sécrétée par les macrophages se 
distribue surtout sur les VLDL et LDL permettant leur clairance (Gaudreault, Kumar et al. 
2012). 
Toutes ces études montrent un rôle athéroprotecteur de l’apoE, qu’elle soit sécrétée par les 
hépatocytes ou les macrophages. Les mécanismes potentiels favorisant l’athéroprotection 
sont l’efflux de cholestérol des cellules, le RCT ainsi que la clairance des lipoprotéines. En 
revanche, il semble que d’autres mécanismes soient impliqués indépendamment du 
métabolisme lipoprotéique. 
3.4 L’apoE est capable d’influencer la réponse inflammatoire 
 
L’apoE permet de réduire l’athérosclérose en exerçant différentes propriétés anti-
inflammatoires sur la plupart des types cellulaires présents dans la plaque. 
Certaines études ont montré une régression ou une stabilisation des lésions d’athérosclérose 
accompagnées d’une diminution de l’accumulation des macrophages de la plaque de 
manière apoE dépendante. L’équipe de Raffaï fait l’hypothèse que la diminution des 
macrophages de la plaque résulte d’une diminution du recrutement des monocytes Ly-6Chi 
et d’une diminution de l’accumulation de cholestérol dans ces monocytes (Eberle, Luk et al. 
2013) (Gaudreault, Kumar et al. 2012). 
Pour faire cette hypothèse, il s’appuie sur un article de AJ.Murphy et coll. qui démontre que 
l’apoE présente à la surface des cellules souches hématopoïétiques (HSPCs) inhibe la 
prolifération et la monocytose habituellement observées dans les souris 
hypercholestérolémiques (Murphy, Akhtari et al. 2011) (Figure 14). De plus, il a été montré 
que l’apoE pouvait avoir un effet athéro-protecteur en inhibant VCAM ou d’autres molécules 
d’adhésion des monocytes comme PECAM-1, ICAM-1, JAMA empêchant l’activation 
endothéliale (Stannard, Riddell et al. 2001; Gaudreault, Kumar et al. 2012). 
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Plusieurs études ont démontré que l’apoE permet la polarisation des macrophages vers un 
phénotype M2 considéré comme anti-inflammatoire. D.Baitsch et coll. montrent in vitro et in 
vivo que l’apoE peut diminuer l’expression des marqueurs de macrophages M1 comme iNOS 
et augmenter les marqueurs M2 comme l’arginase-1, Fizz1 et SOCS3. De plus, les 
macrophages déficient pour le récepteur à l’apoE, VLDLR ou ApoER2 ont un phénotype M2 
moins prononcé (Baitsch, Bock et al. 2011). 
Quelques études ont montré que l’apoE joue un rôle anti-inflammatoire sur les LT. 
ME.Kelly et coll. ont démontré que l’apoE ainsi que les lipoprotéines contenant l’apoE 
inhibent la prolifération des LT CD4+ et CD8+ par réduction de la production d’IL2 (Kelly, Clay 
et al. 1994). La déficience en apoE augmente chez les macrophages l’expression des 
molécules de co-stimulations pour la présentation antigénique aux LT. C.Tenger et coll. ont 
observé une augmentation de CD40, CD80 et du complexe majeur d'histocompatibilité 
(CMH) de type II sur les souris Apoe-/- comparées aux souris Apoe+/+. Ces données suggèrent 
que l’apoE est capable d’inhiber l’activation des LT (Tenger and Zhou 2003). 
L’apoE régule aussi la susceptibilité aux infections bactériennes et au choc septique. La 
mortalité des souris Apoe-/- est plus élevée que chez les souris control (Apoe+/+) après une 
infection par Klebsiella pneumonia (de Bont, Netea et al. 2000) ainsi qu’après l’infection par 
Listeria monocytogenes. Ces bactéries prolifèrent dans le foie de manière plus importante 
que chez les souris Apoe+/+. La production de TNFα est également plus importante suggérant 
un fort degré d’activation des macrophages mais non suffisante pour éliminer le pathogène 
(Roselaar and Daugherty 1998). Ces effets peuvent être dus au fait que l’apoE permet de 
neutraliser les effets du LPS. En effet, après une injection de LPS, le taux plasmatique d’apoE 
est augmenté et diminue la production de cytokines pro-inflammatoires (Van Oosten, 
Rensen et al. 2001). Cependant, dans un modèle de choc septique chez le rat, le modèle de 
ligature caecale et ponction (CLP), il a été montré que la mortalité augmente avec le taux 
d’apoE. Cette étude montre que l’apoE hyperactive le système immunitaire suggérant un 
rôle pro-inflammatoire (Kattan, Kasravi et al. 2008). Cette étude est contradictoire avec les 
précédentes sur le rôle anti ou pro-inflammatoire de l’apoE mais reste néanmoins 
consistante avec le fait que l’apoE peut moduler le système immunitaire. L’expression 
d’apoE par le macrophage est elle-même sujet à des modulations par les cytokines 
inflammatoires. 
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Globalement, l’expression d’apoE semble inhibée par les signaux pro-inflammatoires comme 
le LPS, le TNFα, l’IFNγ ou encore l’IL-1β et l’IL-6 et augmentée par des signaux associés à une 
répression de la réponse inflammatoires comme le TGFβ et les glucocorticoïdes (Raffai 
2012). Cependant certaines de ces observations sont anciennes (1992-1993) et restent 
contradictoires. 
Il a été montré que l’apoE peut inhiber la prolifération et la migration des cellules 
musculaires lisses via différentes voies selon le récepteur cellulaire sur lequel elle se fixe. 
L’apoE permet entre autre, la production de iNos qui permet d’inhiber la voie du PDGF (Hui 
and Basford 2005) (Zeleny, Swertfeger et al. 2002). Une autre étude montre un rôle de 
l’apoE dans la clairance des corps apoptotiques par phagocytose (Grainger, Reckless et al. 
2004). 
 
Pour conclure, nous avons vu que l’apoE est impliquée dans de nombreuses étapes du 
métabolisme des lipides et des lipoprotéines. Elle est également importante pour 
l'homéostasie lipidique du cerveau, du tissu adipeux grâce à sa synthèse par les cellules 
gliales, les adipocytes, et les macrophages. D’autres fonctions, non lipidiques ont également 
été attribuées à l’apoE, y compris les effets sur la réponse immunitaire et l'inflammation, 
l'oxydation, la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses.  
Ainsi, cette protéine « multifonction » est impliquée dans divers processus physiologiques et 
physiopathologiques (Figure 23).  
Les effets protecteurs de cette protéine sont nombreux mais encore mal définis. Du point de 
vue de la biologie de l’athérosclérose, de nouveaux modèles doivent être mis en place afin 
de mieux caractériser la contribution de l’apoE dans la régulation du système immunitaire 
adaptatif et inné. 
 
91 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23 : Distribution tissulaire et diversité fonctionnelle de l’apoE. 
(D’après Getz G S et al, Lipid Res, 2009, 50:S156-S161) 
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Les phagocytes mononucléées jouent un rôle central dans diverses pathologies comme les 
maladies inflammatoires chroniques, le cancer, le syndrome métabolique et 
l’athérosclérose. 
Comme nous l’avons vu dans l’introduction bibliographique, les cellules de la lignée 
myéloïde sont d'un grand intérêt au cours du développement et de la progression de 
l'athérosclérose en raison de leur hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle. 
La progression des lésions est notamment marquée par l’accumulation de macrophages 
apoptotiques qui favorise le développement du cœur nécrotique, un élément caractéristique 
des plaques instables. 
 
En utilisant un modèle de souris transgéniques (Mø-hBcl2) permettant d’augmenter la durée 
de vie des macrophages, le laboratoire a montré dans une étude précédente que l’apoptose 
des macrophages joue à la fois un effet bénéfique et délétère suivant le stade de 
développement des lésions. Dans les lésions précoces, la survie du macrophage est délétère. 
En revanche, l’analyse des lésions avancées montre que l’augmentation de la survie du 
macrophage a un effet athéro-protecteur. 
 
Dans ce cadre, les travaux de recherche abordés et développés dans cette thèse ont fait 
l’objet d’un article, intitulé « Increasing macrophage survival delays progression of 
established atherosclerotic lesions through macrophage-derived apoE ». 
L’objectif principal de cet article est d’explorer le potentiel thérapeutique de l’augmentation 
de la durée de vie des macrophages sur des modèles murins ayant des plaques 
d’athérosclérose déjà constituées. 
 
Ayant obtenu des résultats différents sur l’analyse de la taille des plaques d’athérosclérose 
suivant le fond génétique des modèles murins étudiés (Apoe-/- et LDLr-/-), j’ai cherché les 
mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu dans les différents modèles par la 
modulation de la durée de vie du macrophage. 
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Le développement de nouvelles stratégies ciblant les cellules de la lignée monocytes-
macrophages a un intérêt majeur pour la pathologie de l’athérosclérose mais pourrait 
également ouvrir la voie à des thérapies innovantes pour un large éventail de maladies dans 
lesquelles ces cellules sont impliquées. 
 
Par ailleurs, au cours de ces dernières années, j’ai pu participer à d’autres études présentées 
en annexes de cette thèse et portant sur d’autres composantes de l’athérosclérose. 
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ABSTRACT 
 
Macrophage apoptosis has been identified as a prominent feature of atherosclerosis. 
However, whether cell death-protected macrophages would favor the resolution of already 
established atherosclerotic lesions, and thus prove therapeutic potential, remains unknown. 
We used mice in which macrophage survival is enhanced through overexpression of the 
antiapoptotic gene hBcl-2 (Mø-hBcl2). Apoe-/- or LDLr-/- recipient mice with established 
atherosclerotic lesions were irradiated and then transplanted with bone marrow cells from 
Mø-hBcl2 Apoe-/- or Mø-hBcl2 Apoe+/+ mice.  
Apoe-/- and LDLr-/- mice with established lesions exhibited decreased lesional apoptotic cells 
content and necrotic areas when repopulated with Mø-hBcl2 bone marrow cells. By contrast, 
only LDLr-/- recipients showed reduction of plasma cholesterol levels and atherosclerotic 
lesions. As those reductions were not significant in the context of apoE deficiency, these 
findings supported that macrophage-derived apoE was key in regulating plasma cholesterol 
levels and the progression of established plaque. Accordingly, hBcl2 expression in 
macrophages was associated with a larger pool of Kupffer cells and Ly-6Clow monocytes, 
both high producers of apoE. Finally, depletion of Kupffer cells impaired the clearance of 
circulating modified lipoproteins, suggesting their involvement in lipoprotein catabolism. 
Collectively, these data show that increasing macrophage survival provides supplemental 
source of apoE, which hinder established plaque progression. 
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Introduction 
 
Atherosclerosis drives cardiovascular disease (CVD), the leading cause of death worldwide. 
To date, the major intervention to delay or halt disease progression has been the use of high-
intensity statin therapy to lower LDL. However several trials have reported that more 
intensive statin therapy can cause severe side effects.1 2 Therefore, there is a need to better 
define the molecular and cellular mechanisms delaying or stopping, or even facilitating the 
progression of established atherosclerosis. 
 
Rupture-prone vulnerable plaques are associated with the presence of a large necrotic core 
covered by a thin fibrous cap, increased lipid deposition and inflammatory cell infiltrates. 
Exacerbated macrophage apoptosis and defective cell efferocytosis are major contributors of 
necrotic core expansion.3 Indeed, macrophages that accumulate in lesions ingest 
cholesterol, undergo foam cell formation, leading to apoptosis which fail to resolve 
inflammation.4,5 
Macrophage apoptosis has been identified as a prominent feature of atherosclerotic plaques 
and is detected throughout all stages of lesion progression.6 
To understand the impact of macrophage apoptosis on atherosclerosis at both early and 
advanced stages of lesion progression, we previously used a transgenic approach, allowing 
specific protection of macrophages against apoptosis (Mø-hBcl2 mice). With this approach, 
we demonstrated that increasing macrophage survival delayed atherosclerotic plaque 
progression towards advanced stages.7 
 
Building on this work, we examined whether macrophages resistant to apoptosis would have 
a therapeutic impact on established atherosclerotic lesions, and, if so, by which mechanisms 
they would achieve protection. To answer this question, bone marrow cells harvested from 
Mø-hBcl2 Apoe-/- or Mø-hBcl2 Apoe+/+ mice and their appropriate controls were transplanted 
into lethally irradiated Apoe-/- or LDLr-/- mice with established lesions, respectively. We 
observed that increased macrophage survival improve plaque stability in Apoe-/- and LDLr-/- 
recipient mice. However the presence of apoE is necessary to impact cholesterol levels and 
decrease the progression of advanced lesions. These results emphasize that apoE 
especially the monocyte/macrophage-derived-apoE play a pivotal role in these processes. 
Macrophage survival associated with apoE must be considered as a putative 
pharmacological target for plaque regression therapeutic study.  
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Results 
 
Increased macrophage survival limits the progression of established lesions in 
an apolipoprotein E-dependent manner 
We thought to evaluate the therapeutic impact of macrophage apoptosis attenuation on 
established atherosclerotic lesions. To address this question, bone marrow cells harvested 
from Mø-hBcl2 Apoe-/- and Apoe-/- mice were transplanted into lethally irradiated 25-week-old 
Apoe-/- mice. The experimental group was sacrificed at the age of 45 weeks (Fig.1a). A 
similar approach was used on western diet-fed LDLr deficient mice, which were irradiated at 
the age of 14 weeks and transplanted with bone marrow cells harvested from Mø-hBcl2 
(Apoe+/+ ) and control mice (WT Apoe+/+). The animals were sacrificed 20 weeks later 
(Fig.1b). Chimerism was analyzed on DNA prepared from bone marrow cells isolated from 
the two experimental models at sacrifice. Semi-quantitative PCR demonstrated that >95% of 
bone marrow cells recovered from recipient mice were replaced by donor cells, 
demonstrating a nearly complete replacement of recipient bone marrow progenitors (data not 
shown).  
At baseline, quantification of plaque area was 101mm2 ± 18mm2 in 25-week-old Apoe-/- mice. 
Lesions in Apoe-/- recipients progressed over 20 weeks to 311mm2 ± 29mm2 in mice 
transplanted with Apoe-/- bone marrow and to 277mm2 ± 31mm2 in mice transplanted with 
Mø-hBcl2 Apoe-/- bone marrow (Figs.1c and 1d). 
In LDLr-/- recipients, lesion area at baseline was 167mm2 ± 18mm2 (Fig.1e) and 20 weeks 
after irradiation, expression of the hBcl2 transgene in macrophages was associated with a 
24% reduction of aortic lesion size as compared to control mice (343mm2 ± 23mm2 vs 
261mm2 ± 15mm2; P<0.05; Figs.1e and 1f). These results indicate that the atheroprotective 
effect of macrophage survival on the progression of preexisting plaque depend on the 
expression of apolipoprotein E.  
 
Increased macrophage survival hinders the formation of necrotic cores in 
established lesions independently of apoE 
Exacerbated apoptosis of macrophages is a main contributor of necrotic core expansion and 
plaque instability.8,9 Thus, we assessed apoptotic cells number by TUNEL assay and necrotic 
core area. As shown in Fig.2a, Apoe-/- mice transplanted with Mø-hBcl2 Apoe-/- bone marrow 
exhibited a significant 30% reduction in apoptotic cells content relative to controls. Similarly 
in LDLr-/- mice, apoptotic cell content was decreased by 37% in Mø-hBcl2 (Apoe+/+) 
transplanted mice as compared to controls (WT Apoe+/+) (Fig.2e). We next investigated 
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necrotic areas and found they were decreased by 32 % in mice transplanted with Mø-hBcl2 
Apoe-/- bone marrow compared to control mice (Fig.2b). Similarly, we found a 38 % decrease 
in the necrotic core area in the LDLr-/- mice transplanted with Mø-hBcl2 (Apoe+/+) bone 
marrow cells compared to controls (Fig.2f). Since we modulated macrophage survival, we 
determined whether increasing macrophage survival in established lesions affects their 
accumulation in lesions. We found no major differences in macrophage area in the lesions of 
both Apoe-/- and LDLr-/- recipients (99mm2 ± 12mm2 vs 98mm2 ± 11 mm2 in Apoe-/- recipients, 
and 112mm2 ± 12mm2 vs 91mm2 ± 10mm2 in LDLr-/- recipients) (Figs.2c and 2g). 
Representative sections are shown in Figs.2d,h. 
These findings indicate that increased macrophage survival is associated with an 
improvement of plaque stability independently of the expression of apolipoprotein E. 
Although macrophages are protected from apoptosis, lesional macrophages was not 
increased suggesting that others mechanism prevent lesion cellularity. 
 
Contribution of macrophages to cholesterol levels and plasma lipoprotein 
profile 
As atherosclerotic lesion development and progression are predominantly dependent on 
plasma cholesterol levels, we then assessed whether expression of hBcl2 in macrophages 
might alter cholesterol homeostasis. As shown in Fig.3a, transplantation of Apoe-/- mice with 
Mø-hBcl2 Apoe-/- bone marrow cells had no effect on total and free cholesterol compared to 
controls (403 mg/dl ± 26mg/dl vs 404mg/dl ± 22 mg/dl and 133mg/dl ± 6mg/dl vs 136mg/dl ± 
5mg/dl). By contrast, LDLr-/- mice transplanted with Mø-hBcl2 (Apoe+/+) bone marrow cells 
exhibited significant reductions in total cholesterol (-15%, 302mg/dl ± 12mg/dl vs 256mg/dl ± 
8mg/dl) and free plasma cholesterol concentrations (-17%, 100mg/dl ± 5mg/dl vs 83mg/dl ± 
2mg/dl) relative to control (Fig.3b). In the absence of irradiation and bone marrow transfer, 
we observed a similar reduction in plasma cholesterol levels in Mø-hBcl2 (Apoe+/+) LDLr-/- 
mice as compared to control Apoe+/+ LDLr-/- mice, while no change was observed in Mø-
hBcl2 Apoe-/- compared to control Apoe-/- mice (data not shown). We then investigated 
plasma cholesterol distribution in LDLr deficient mice transplanted with Mø-hBcl2 (Apoe+/+) 
and control donor cells (Fig.3c). Interestingly, there was a 25 % decrease of VLDL 
cholesterol and a 20 % reduction of LDL cholesterol in Mø-hBcl2 (Apoe+/+) compared to WT 
(Apoe+/+) transplanted mice. 
As reduction of plasma cholesterol levels were not significant in the context of apoE 
deficiency, we can hypothesis that apoE was key in regulating plasma cholesterol levels in 
response to macrophage survival. 
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Contribution of macrophage-derived apoE to plasma cholesterol levels 
To evaluate whether the reduction in plasma cholesterol was mediated by myeloid-derived 
apoE rather than non-myeloid derived apoE, we transplanted bone marrow cells from Apoe−/− 
or Mø-hBcl2 Apoe−/− mice into lethally irradiated Apoe+/+ LDLr-/- mice (Fig.4a). As shown in 
Fig.4b, there were no significant changes in plasma cholesterol level between the 2 groups, 
confirming that apoE-derived from myeloid cells was responsible for decrease in plasma 
cholesterol levels observed in Mø-hBcl2 (Apoe+/+) → LDLr-/- compared to WT (Apoe+/+) → 
LDLr-/- mice. 
 
Expression of hBcl2 in CD68-positive cells increases apoE pools 
We next evaluated whether the transgene expression could impact macrophage numbers in 
spleens, peritoneal cavities and liver of Apoe-/- and LDLr-/- transplanted mice. In both models, 
transplantation with Mø-hBcl2 bone marrow cells did not change splenic macrophage or 
peritoneal macrophage content (data not shown). However, in mice with Mø-hBcl2 
expression, Kupffer cells were increased (+42% Apoe-/- and +31% LDLr-/- ; Fig.5a,b,c). To 
determine whether transplanted bone marrow cells repopulated liver macrophages after 
irradiation, lethally irradiated mice CD45.2+LDLr-/- mice were reconstituted with bone marrow 
isolated from wild-type CD45.1+ mice. After 20 weeks, 80% of liver macrophages were 
replenished by donor-derived CD45.1+ cells (Supplementary Fig.1a). 
Based on these results, we concluded that repopulation of irradiated Apoe-/- and LDLr-/- mice 
with Mø-hBcl-2 bone marrow cells resulted in a significant elevation in Kupffer cells.  
As macrophages are a predominant source of apoE we hypothesized an important role for 
apoE derived Kupffer cells in our study. 
To assess the production of liver apoE, we quantified liver mRNA apoE expression in the 
LDLr-/- transplanted model. As expected, apoE mRNA levels are higher in Mø-hBcl2 
transplanted mice compared with control mice (+33%; Supplementary Fig.1b). Furthermore, 
there was a positive correlation between apoE mRNA and CD68 mRNA expression levels 
(Supplementary Fig.1c). These results suggest that apoE produced by macrophages 
provide a significant source of apoE. 
In addition to increased Kupffer cell numbers we found a Ly-6Clow monocytosis in the two 
experimental models. The number of Ly-6Chi was unchanged although Ly-6Clow number was 
increased by 52% in Apoe-/- mice transplanted with bone marrow cells expressing hBcl-2 
(Fig.5d) and by 56% in Mø-hBcl2 (Apoe+/+) → LDLr-/- compared to WT (Apoe+/+) → LDLr-/- 
mice (Fig.5e). As assessed previously, the transgene hBcl2 is also expressed in circulating 
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monocytes and we further established its expression was at identical levels in both subsets 
(data not shown). 
To further validate the yield of engraftment of our experimental setting, analysis of blood 
chimerism in 40 week-old CD45.2 mice, transplanted with CD45.1 bone marrow cells at age 
of 14 weeks, were performed. The flow cytometry data confirmed that 98% of the monocytes 
were donor-derived CD45.1+ cells (Supplementary Fig.1d). We also quantified apoE mRNA 
expression in LDLr-/- in both cell-sorted Ly-6Chi and Ly-6Clow monocytes as shown in Fig.5f. 
Ly-6Clow monocytes express 3-fold more apoE than Ly-6Chi monocytes. 
Collectively these data suggest that several potential sources of apoE, which include Kupffer 
cells and monocytes (especially Ly-6Clow monocytes), are increased in the Mø-hBcl2 models. 
Therefore they probably contribute to increased apoE pools, which ultimately protect mice 
from plaque progression. 
 
Contribution of Kupffer Cell in the clearance of modified LDL 
Increased Kupffer cell numbers and decreased cholesterol levels are consistent with our 
earlier research that used the LysM Cre Bcl-xflox/flox model, in which the pool of Kupffer cells is 
depleted, where we observed an increase in cholesterol levels and an inverse correlation 
between Kupffer cell numbers and plasma cholesterol levels.10  
These results indicated that Kupffer cells could have an impact on cholesterol metabolism 
and notably clearance of atherogenic lipoproteins by scavenger receptors, as suggested 
earlier.11 12  
To evaluate these possibilities, we first assessed the kinetic of acetylated-LDL clearance in 
mice either depleted for liver macrophages, or not. Depletion was performed with clodronate 
liposomes injected into peritoneal cavities of LDLr-/- mice and compared with control 
liposomes. In preliminary experiments, we characterized the kinetic of liver macrophages 
depletion by flow cytometric analysis with an anti-CD68 and anti-CD64 antibody (as shown in 
Supplementary Fig.2b). As a tracer, we used a radioactive [3H] Cholesteryl Hexadecyl Ether, 
a nonhydrolyzable analog of CE. At the time of complete Kupffer cells depletion (2 days after 
clodronate injection) we injected [3H]CHE-acetyl-LDL, as described in Methods. 24 hours 
after injection of radiolabeled acetylated LDL, animals were euthanized and samples of 
blood, liver, bile and feces were collected to quantify cholesterol elimination/excretion. 
Compared with control liposome injected mice, animals depleted for Kupffer cells exhibited a 
57% increase in plasma [3H]-cholesterol (Fig.6a). Radiolabeled acetylated-LDL cholesterol 
mobilization in liver and bile were similar in LDLr-/- mice injected with control liposome or 
clodronate liposome (Fig.6b,c). However, a reduction of [3H]-cholesterol in feces by 32% 
was observed in clodronate-liposome-treated mice (Fig.6d). 
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Overall, Kupffer cells depletion reduces the mobilization of cholesterol in plasma and reduces 
its removal in the feces. These results confirm the participation of Kupffer cells in cholesterol 
homeostasis and body disposal. 
 
Discussion 
 
The objectives of atherosclerosis therapy are to reduce progression of pre-existing lesions 
and to stabilize the unstable lesions through change in lesion cellularity and composition. 
Lipid-driven lesional macrophage death and defective clearance contribute actively to 
instability and therefore manipulation of these cells could bear therapeutic potential. The 
present study investigated the progression of established advanced lesions upon 
repopulation of Apoe-/- or LDLr-/- mice with bone marrow cells from Mø-hBcl2 mice, in which 
macrophage lifespan is increased. 
Interestingly, we show that protection against macrophage cell death by Mø-hBcl2 is able to 
slow down the progression of advanced lesions in LDLr-/- mice whereas the absence of apoE 
expression impairs the ability of Mø-hBcl2 to decrease plaque progression. Based on these 
observations, we conclude that the atheroprotective effect of macrophage survival on the 
progression of pre-existing plaque is dependent of the expression of apoE by macrophages. 
Furthermore, in both hypercholesterolemic models, we observed a decrease in apoptosis 
and necrosis in mice transplanted with the bone marrow cells carrying the transgene hBcl2. 
These results suggest that whatever the model of hypercholesterolemia, protection of 
macrophage cell death increases the stability of the lesions. These results are consistent 
with Thorp et al. and Seimon et al, who developed strategies that promote macrophage 
apoptosis by using Apoe deficient mice lacking either Bcl213 or p38a14 in macrophages. 
Indeed, in these models, increased lesional apoptosis and necrosis did not have a major 
impact on the lesion size in the context of apolipoprotein E deficiency. 
 
However lesion macrophage content was unchanged in both mouse models whereas 
apoptosis was decreased suggesting that other mechanisms regulate macrophage plaque 
burden.15 The processes that determine macrophage cellularity in lesions include two factors 
that promote the accumulation of these cells monocyte/macrophage entry and macrophage 
proliferation—and two features that lead to cell depletion—macrophage death and 
macrophage egress. In regards to those mechanisms, we can hypothesize that monocyte 
recruitment or local monocyte/macrophage proliferation is reduced.16,17 Alternatively, as the 
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disease progress, defective efferocytosis and the ensuing accumulation of apoptotic 
macrophages promote plaque necrosis and instability.6,18,19 Thus in our study another 
possibility would be a more efficient efferocytosis that would favor apoptotic macrophage 
removal by surrounding intimal macrophages.20 Otherwise, the egression process, which was 
revealed in a model of aortic transplantation in which regression of pre-existing lesion was 
achievable in a normolipidemic recipients context 21,22,23, would necessitate a large decrease 
in cholesterol levels, which is not supported by our model. 
 
Consistent with the decrease in the size of atherosclerotic lesions, plasma levels of total and 
free cholesterol levels were significantly decreased in Mø-hBcl2 (Apoe+/+) → LDLr-/- mice 
compared to control mice. We also observed that VLDL and LDL cholesterol were 
decreased, suggesting a better clearance of these atherogenic lipoproteins. Such differences 
in atherosclerosis development and lipids profile between Apoe-/- and LDLr-/- background 
support a crucial role of apolipoprotein E (especially macrophage derived apoE) in this 
process.24  
Indeed, several regression studies showed that the injection of recombinant adenovirus 
containing human apoE in mice deficient in apolipoprotein E helps reduce atherosclerotic 
lesions.25,26 In addition, this systemic supply in apoE allows normalization of plasma lipids 
and reduction of VLDL, IDL, LDL.27 
In order to validate that the decrease in plasma cholesterol levels observed in Mø-hBcl2 
(Apoe+/+) → LDLr-/- mice was due to macrophage-derived apolipoprotein E expression, we 
performed transplantation of bone marrow cells from Apoe-/- or Mø-hBcl2 Apoe-/- in irradiated 
LDLr-/- recipient mice. 
This experiment did not recapitulate the decrease in cholesterol level observed in Mø-hBcl2 
(Apoe+/+) → LDLr-/- mice, which further supports the role of macrophage-derived apoE in the 
regulation of cholesterol homeostasis. In agreement with these results, adoptive transfer 
studies have shown that the absence of macrophage-derived apoE is pro-atherogenic.28 
Inversely, even a 2-10 % restoration of plasma apoE levels by transplanted Apoe+/+ 29,30,31 
macrophages or hypomorphic apoE mice32 is sufficient to normalize plasma cholesterol 
levels and prevent the formation of atherosclerosis in Apoe-/- mice. 
 
Interestingly, in our experimental condition, the expression of hBcl-2 in macrophages was 
associated with an increase of liver Kupffer cells and a Ly-6Clow monocytosis in both models 
of hypercholesterolemia. 
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The involvement of these monocyte subsets in atherosclerosis remains debated. Several 
studies suggest that Ly-6Chigh monocytes efficiently accumulate in plaques, whereas Ly-6Clow 
monocytes are less frequently recruited and patrol the vascular endothelium.33,34,35 
In addition, Ly-6Clow monocytes might be associated with an overall atheroprotective 
functions as fewer Ly-6Clow monocytes in Nr4a1 deficient mice are associated with enhanced 
atherosclerosis36. 
Furthermore, earlier studies have provided evidence that the monocyte subsets are a 
differentiation sequence37,38,39 that were confirmed by recently fate mapping studies of the 
mononuclear phagocyte compartment. The authors demonstrated that, Ly-6Clow monocytes 
are derived from short-lived Ly-6Chigh monocytes independently in bone marrow and blood 
and that Ly-6Chigh blood monocytes are obligatory precursors of steady-state Ly-6Clow 
monocyte.40 In this context, it can be hypothesized that the enhanced pool of Ly-6Clow 
monocytes in our models results from a loss of expression of the Ly-6C by Ly6-Chi 
monocytes due to their poor recruitment to inflammatory sites, which support the 
macrophage cellularity (discussed above). 
Macrophages and monocytes are major sources of apoE, and among monocytes Ly-6Clow, 
expressed 3-fold more apoE than Ly-6Chi suggesting that in our model the increase in 
different sources of apoE might underlie the atheroprotective effect. ApoE secretion in the 
plaque by local macrophages has been proposed to be a protective process, preventing 
foam cell formation by stimulating efflux of free cholesterol from the cholesterol-loaded 
macrophages and/or by facilitating reverse cholesterol transport from the artery wall and 
thereby atherosclerosis.41 Similarly, our data suggest that Kupffer cells expressing the 
transgene hBcl2 produced more apoE than controls, which would support cholesterol export 
in an autocrine/paracrine manner.42 
 
In addition to their known functions as metabolic waste disposal for metabolites of the blood 
compartment43, we demonstrated that Kupffer cells play a role in the clearance of 
atherogenic lipoproteins; we injected radiolabeled acetylated-LDL in vivo in mice depleted for 
Kupffer cells. In absence of liver macrophages, the radiolabel accumulates in the blood and 
was less well excreted in the feces, arguing for the involvement of Kupffer cells in the 
clearance of atherogenic lipoproteins. In a former study, our laboratory used LysM Cre Bcl-
xflox/flox mice in which the pool of Kupffer cells is depleted and observed an increase in plasma 
cholesterol levels which is consistent with an inverse correlation between Kupffer cells 
numbers and plasma cholesterol levels.10 Taken together, these observations indicate that 
mononuclear phagocytes may directly or indirectly influence cholesterol homeostasis.  
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In conclusion, this work shows that increasing macrophage lifespan is associated with an 
increase of two specific population, Kupffer cells and monocytes. We demonstrated that 
Kupffer cells and apoE are critical to lipoprotein clearance contributing to cholesterol 
removal. We also identified Ly-6Clow monocytes as an important source of apoE. 
 
Collectively, these findings introduce a new dimension to our understanding of how 
macrophage survival links cholesterol metabolism to monocyte and macrophage functions in 
atherosclerosis susceptibility. The insights gained from this analysis indicate that targeting 
macrophages survival may prove therapeutic benefit as it may improve plaque stability and 
systemic cholesterol levels.  
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Materials and Methods 
Diet, animals and experimental design  
Mø-hBcl2 (Apoe+/+) LDLr-/- and Mø-hBcl2 Apoe-/- mice were generated in our laboratory.7 
During the entire study, mice were kept under normal day–night cycle with free access to 
food and water. Apoe-/- mice received the standard mouse chow diet (RM1, Dietex, France) 
and 6 week-old LDLr-/- mice were fed with Western Diet (1% cholesterol; SAFE-Diets). For 
bone marrow transplantation experiments, 14 week-old LDLr-/- and 25 week-old Apoe-/- mice 
were subjected to medullar aplasia with 9 Gray lethal total body irradiation. The same day, 
femoral bone marrow was isolated from donors and 5×106 bone marrow cells were i.v 
injected into the irradiated mice to rescue their hematopoietic system. Mice were housed in 
cages under air-filtered conditions with antibiotics in water (penicilline 100 U/ml + 
streptomycine 100 µg/ml) for 4 weeks. As shown on Fig. 1a,b, Apoe-/- and LDLr-/-mice were 
fed a chow diet for the next 20 weeks and euthanized for further investigations. At the time of 
transplantation a group of mice were analyzed and served as the baseline group by which to 
judge evolution of atherosclerotic lesions. All animal procedures were performed at the 
Central Animal Facility of the Medical Faculty of La Pitié Hospital with approval from the 
Direction Départementale des Services Vétérinaires (Paris, France) and in conformity with 
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the European 
Commission Directive 86/609/EEC. 
 
Plasma lipid and Lipoprotein Fractionation 
Lipoprotein assay was performed by Synelvia SAS, France. Briefly, lipoproteins from plasma 
samples are separated by Size Exclusion Chromatography (SEC) with on-line detection of 
lipoprotein components. After separation by SEC, an enzymatic derivatization is performed 
using annex pump delivering enzymes mixture which react specifically with total cholesterol. 
Total cholesterol and free cholesterol were analysed with an autoanalyzer (Konelab) using 
commercial reagent kits from Roche Diagnostics and Diasys, respectively. 
 
Analysis of atherosclerotic plaques and immunohistochemistry 
Atherosclerotic lesions were quantified on serial cross-sections through the aortic root by oil 
red O staining as previously described44, with minor modifications. Mice were sacrificed 
under isoflurane anesthesia and perfused with PBS. Hearts were collected and fixed 
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(Accustain, 10% formalin solution, Sigma) for 30 min followed by overnight incubation in 
phosphate- buffered 20% sucrose solution at 4 °C; hearts were subsequently embedded in 
Tissue-Tek O.C.T Compound (Sakura). Approximately 30 sections, 10-µm thick, were cut 
through the proximal aorta, spanning the three cusps of the aortic valves. Every third section 
was fixed and stained with oil red O (0.3% in triethylphosphate) for 30 min and then 
counterstained with Mayer hematoxylin for 1 min. The extent of atherosclerotic lesions was 
delimited manually following ORO staining and their surface was calculated using AxioVision 
software (Carl Zeiss Vision). Images were captured using a Zeiss Axiovision microscope.  
TUNEL staining was performed as previously described. Briefly, cryosections (10 µm 
thickness) were air-dried and fixed in 10% formalin for 20 minutes. Sections were then 
placed 10 minutes in absolute ethanol and 2 minutes in 0.1M Citrate buffer (pH 6.0). After 
washing, TUNEL reaction mixture (TMR Red In situ Cell Death Detection Kit, Roche Applied 
Science) was added and slides were incubated for 60 min at 37°C. Sections were washed in 
PBS and counterstained for nuclei with DAPI (Vector Laboratories). 
For immunohistochemistry, aortic root cryosections were blocked for 30 minutes with TNB 
Blocking Buffer (0.1 M Tris-HCl [pH 7.5]-0.15 M NaCl-0.5% blocking reagent) and then 
incubated with anti-CD68 antibody overnight at 4°C. After washing, a HRP labeled secondary 
antibody was added. To enhance the sensitivity of this staining, the sections were incubated 
for 10 min in tyramide signal amplification solution (TSA, Perkin Elmer Life Sciences) 
according to the manufacturer's protocol and the sections were counterstained for nuclei with 
DAPI (Vector Laboratories). 
 
Flow cytometry and cell sorting 
Blood was harvested through the retro-orbital plexus, collected in EDTA tubes, and 100µl 
were labeled with specific leucocyte antibodies. Red blood cells were lysed by Optilyse C 
solution (Beckman Coulter). Antibodies used for cell staining were CD45 (1:200, 30-F11), 
Gr1 (1:200, RB6-8C5), CD11b (1:200, M1/70) from BD Biosciences and CD115 (1:200, 
AFS98) from eBioscience.  
Blood monocytes were sorted by using CD45 (1:200, 30-F11), Gr1 (1:200, AL-21) and 
CD115 (1:200, AFS98) on a MoFlo® Astrios™ (Beckman Coulter, Inc, Fr). Liver cells were 
prepared as previously described.45 
Kupffer cells were digested with collagenase D (Roche Applied Science). Next we performed 
low-speed centrifugation to pellet the hepatocytes, followed by one centrifugation in Percoll 
(GE Healthcare). Liver macrophages were labeled with CD45 (1:200, 30-F11), CD11b 
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(1:200, M1/70), Gr1 (1:200, RB6-8C5), CD19 (1:200, 1D3) from BD Biosciences, CD11c 
(1:100 N418), CMH II IA/IE (1:100 M5/114.15.2), F4/80 (1:150 MCA497 BB) from 
eBioscience, CD64 (5:100, X54-5/7.1) from BioLegend. Stained cells were then washed with 
PBS containing 1% BSA + 0,5mM EDTA. Acquisitions were obtained with LSR II Fortessa 
SORP flow cytometer (BD Biosciences) and cell analyses were performed using FACSDiva 
software (BD Biosciences) and FlowJo software (Tree Star). 
 
Analysis of gene expression by real-time PCR 
RNA was extracted from frozen aortas and isolated monocytes using the RNeasy Mini Kit 
(Qiagen), with a DNase step according to the manufacturer’s instructions. Liver RNA was 
prepared using NucleoSpin RNA II kit (Macherey-Nagel). 
Liver and aorta tissue homogenization was performed with a Precellys®24 (Bertin 
Technologies). Each RNA preparation was hybridized with random hexamer (Promega) and 
reverse-transcribed using SuperScript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen). Quantitative 
Real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to analyze 
gene expression levels in aorta, monocytes and liver. All reactions were performed in 
duplicate or triplicate and mean expression of Cyclophilin A, β-actin, Nono, housekeeping 
genes were used to account for variability in the initial quantities of cDNA. In all PCR assays 
and for each primer set, expression of a control cDNA (pool of reverse transcribed-RNA was 
prepared from different mouse tissues) was included and used as an inter-run calibrator.  
 
Preparation of [3H]CHE-acetyl-LDL 
LDL fraction was isolated from human plasma by sequential ultracentrifugation using a 
Beckman XL70 ultracentrifuge. This purified fraction was then acetylated at 4°C using 2.5µL 
of acetic anhydride and 100 µL of ice cold saturated sodium acetate per mg of total protein 
content of LDL. [3H]CHE-acetyl-LDL were prepared as previously described.46 Radioactive 
[3H] Cholesteryl Hexadecyl Ether (PerkinElmer) was incorporated into acetylated LDL from a 
donor liposomal particle by the action of CETP. Liposomes were prepared by mixing 
Cholesteryl Hexadecyl Ether, Free cholesterol (Sigma) and L-α-Phosphatidylcholine (Sigma). 
The mixture was thoroughly dried under a steam of nitrogen. Then, cholate and 1 ml buffer 
(100mM NaCl/ 10mM Tris-HCl/0.02% EDTA, pH 7.4) were added to dissolve liposome. After 
removal by centrifugation of debris, [3H]CHE liposome were incubated at 37°C overnight with 
plasma isolated CETP fraction and acetylated LDL. 
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Kupffer cells uptake of [3H]CHE-acetyl-LDL. 
Clodronate liposomes were purchased from ClodronateLiposomes.com (Netherlands) at the 
concentration of 5mg/ml. Macrophage depletion was achieved by intravenous injection of 
clodronate liposomes47 (10µL liposome solution per g animal weight). The labeled acetylated 
LDL was then re-isolated. 2 days after clodronate liposome or PBS injection, [3H]CHE-acetyl-
LDL was intravenously injected and mice were separated into individual cages and were 
euthanized after 24 hours. Blood, liver, bile, and feces were collected at 24 hours and 
counted by liquid scintillation addition. 
 
Statistical analysis 
Statistical calculations were performed using GraphPad Prism, version 6. Comparisons 
between groups were performed by using the Mann-Whitney U test. Data are presented as 
mean ± SEM. A difference was considered statistically significant when P<0.05.  
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Figure Legends 
Figure 1. Cell death-protected macrophages is efficient to hinder the progression of already 
advanced atherosclerotic lesions. 
(a,b) Experimental design.  
Measurements of lesion size (c,e) and adjacent histological sections of aortic roots stained 
with oil red O (d,f). Data are presented as means ± SEM; with n=9 for Apoe-/-baseline and 
n=7 for LDLr-/- baseline. At 20 weeks after irradiation, n=14 for Apoe-/- → Apoe-/- control group 
n=17 for Mø-hBcl-2 Apoe-/- → Apoe-/- and n=8 for WT(Apoe+/+) → LDLr-/-, n=10 for Mø-hBcl-2 
(Apoe+/+)→ LDLr-/-. *P<0.05 vs control by Mann Whitney test. 
 
Figure 2. Increased macrophage survival is associated with an improvement of plaque 
stability. 
Analyses of apoptosis (a,e), necrosis (b,f) and macrophage content (c,g) of aortic root 
lesions from each experimental group. Plaque necrosis was quantified by measuring the 
DAPI-negative acellular areas in the intima. Staining of macrophages (CD68) were visualized 
as green and nuclei staining as blue (d,h). 
Mean +/- SEM *P<0.05, **P<0.01 vs. control by one-way ANOVA. 
 
Figure 3. Cholesterol levels and plasma lipoprotein profile. 
Plasma total cholesterol (TC) and free cholesterol (FC) levels in Apoe-/- (a) and LDLr-/- 
background (b). Lipoprotein cholesterol distribution (c). Mean +/- SEM *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001  vs. control by Mann Whitney test. 
 
Figure 4. Contribution of apoE to cholesterol levels. 
(a) Experimental design. 
(b) Plasma total cholesterol (TC) and free cholesterol (FC) levels in Apoe-/- → LDLr-/- and Mø-
hBcl-2 Apoe-/- → LDLr-/- mice. Mean +/- SEM *P<0.05 vs. control by Mann Whitney test. 
 
Figure 5. Quantification of apoE-producing cells. 
Percentage of Kupffer cells in liver leucocytes in Mø-hBcl-2 Apoe-/- → Apoe-/- (a) and Mø-
hBcl-2→LDLr-/- (b) compared to control. 
(c) Representative dot plots of Kupffer cells gating strategy in LDLr-/- background. 
(d,e) Monocytes Ly-6C subtypes counts. Mean +/- SEM *P<0.05, **P<0.01 vs control by 
Mann Whitney test. 
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(f) Monocyte subtypes fold expression level of apoE mRNA. ***P<0.001 vs control by paired t 
test. 
 
Figure 6. Kupffer cells deficiency impairs cholesterol excretion. 
Mice were treated with Clodronate (CLL) or PBS-containing liposomes (PBSL) respectively. 
(a-d) [3H]CHE-acetyl-LDL was quantified in plasma (a), liver (b), bile (c), and feces (d). 
Results are expressed in fold change between PBSL and CLL condition and as percentage 
of [3H] dose 3min post injection. Mean +/- SEM *P<0.05 vs. control by Mann Whitney test. 
 
Supplementary Figure 1 
Flow cytometry data were analyzed with FlowJo Software. 
(a) Representative dot plots and gating strategy on donor CD45.1 Kupffer cells. 
(b) Quantification of liver apoE mRNA expression in Mø-hBcl-2→LDLr-/- compared to control. 
(c) Correlation between CD68 mRNA liver expression and apoE mRNA expression. 
(d) Representative dot plots and gating strategy on donor CD45.1 monocytes. 
 
Supplementary Figure 2 
(a) Experimental design. 
(b) Representative dot plots of Kupffer cells depletion by Clodronate liposome 
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L’athérosclérose est une pathologie très complexe faisant intervenir un grand nombre de 
types cellulaires et de mécanismes moléculaires. 
A l’origine, cette pathologie était considérée comme une maladie du métabolisme lipidique 
où le facteur de risque majeur est une hypercholestérolémie associée à de fort taux de LDL.  
Les avancées scientifiques des dernières années sur les mécanismes d’initiation et de 
progression de la pathologie impliquent maintenant le système immunitaire définissant ainsi 
l’athérosclérose comme une maladie inflammatoire chronique associée à des dyslipidémies. 
De nouvelles cibles cliniques visant le système immunitaire sont alors envisageables car les 
traitements actuels ciblant le métabolisme des lipides ne permettent pas d'éliminer 
entièrement le risque de maladie cardio-vasculaire sur plus de la moitié des patients. 
 
Mon sujet de thèse s’articule entre ces deux grandes composantes caractérisant la 
pathologie, le métabolisme lipidique et l’immunité innée. 
L'un des principaux objectifs des thérapies actuelles est de réduire ou d'arrêter la 
progression des lésions préexistantes chez les personnes touchées par la maladie. 
C’est dans ce cadre que j’ai donc étudié au cours de ma thèse, les mécanismes impliqués ou 
permettant de réduire la progression des lésions. 
Un élément clé de l'athérosclérose est l'accumulation de macrophages lésionnels tout au 
long de la progression de la maladie, favorisant la rupture de plaque et la thrombose. Une 
thérapie ciblant les macrophages pourrait donc représenter une stratégie efficace pour le 
traitement et la prévention de l'athérosclérose. 
Dans ce sens, le laboratoire a développé plusieurs modèles de souris transgéniques 
permettant de moduler la durée de vie du macrophage et donc leur pool tissulaire.  
Le modèle LysM Cre Bcl-x flox/flox permet d’augmenter la susceptibilité des macrophages à 
l’apoptose. A l’inverse, le modèle CD68-hBcl-2 augmente la durée de vie du macrophage via 
l’insertion du gène humain anti-apoptotique Bcl-2 sous le contrôle du promoteur 
macrophagique CD68. 
 
Les travaux précédents mon étude, réalisés par EL. Gautier, montrent que moduler la 
sensibilité à l’apoptose du macrophage a des effets différents suivant le stade de 
développement des lésions. Dans les plaques précoces, la survie du macrophage favorise le 
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développement des lésions suggérant un rôle protecteur de l’apoptose. En effet, l’apoptose 
du macrophage dans les lésions précoces limiterait la cellularité des plaques et diminuerait 
le nombre de macrophages producteurs de cytokines pro-inflammatoires. De plus, la 
phagocytose efficace des cellules apoptotiques favoriserait la production de cytokines anti-
inflammatoires comme le TGFβ et l’IL-10 (Xu, Roos et al. 2006) et le retour inverse du 
cholestérol via la voie LXR-ABCA1 (A-Gonzalez, Bensinger et al. 2009). 
Dans les lésions avancées, augmenter la survie du macrophage limite la progression des 
lésions. 
Les lésions tardives sont caractérisées par une clairance des cellules apoptotiques 
inefficaces. Les cellules apoptotiques s’accumulent, produisent des cytokines pro-
inflammatoires comme MCP-1, MIP-1α MIP-1β et induisent un recrutement phagocytaire 
pro-athérogène (Gautier, Huby et al. 2009).  
Dans une approche complémentaire, l’étude sur le modèle LysM Cre Bcl-x flox/flox permettant 
d’augmenter la susceptibilité à l’apoptose montre que la taille des lésions avancées est plus 
importante dans les souris LysM Cre Bcl-x flox/flox Apoe-/- comparé aux souris contrôles. 
Ces lésions avancées sont caractérisées par un nombre de cellules apoptotiques ainsi qu’une 
aire nécrotique augmentée et un contenu en collagène plus faible suggérant une 
augmentation de la vulnérabilité des plaques (Shearn, Deswaerte et al. 2012) (annexe 1). 
Ces données associées à celles d’autres groupes permettent de valider l’hypothèse que 
l’impact de l’apoptose du macrophage sur l’athérosclérose est conditionné par le stade de 
développement de la plaque et l’efficacité de la phagocytose des cellules apoptotiques 
(Tabas 2005). 
 
Dans ce contexte, mes travaux de thèse explorent dans un modèle préclinique la possibilité 
de réduire ou d'arrêter la progression des lésions préexistantes via la modulation de la durée 
de vie du macrophage. Dans un second temps, l’objectif de ces travaux est de comprendre 
les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans l’effet athéroprotecteur. 
Nous avons utilisé deux modèles de souris hypercholestérolémiques, les souris LDLr-/- et 
Apoe-/- que nous avons laissées vieillir pendant 20 et 14 semaines afin qu’elles développent 
des lésions avancées. Les souris Apoe-/- et LDLr-/- ayant des plaques d’athérosclérose pré-
établies ont été irradiées par rayonnement ionisants et transplantées avec des cellules de la 
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moelle osseuse, soit de souris Mø-hBcl2 (Mø-hBcl-2 Apoe-/- → Apoe-/- ; Mø-hBcl-2 →LDLr-/-), 
soit de la moelle osseuse de souris contrôles (Apoe-/- → Apoe-/- ; WT→ LDLr-/-). 
Un groupe de souris non transplanté a été sacrifié au moment de l’irradiation dans le but 
d’évaluer le stade de développement des lésions et constituent le niveau de référence pour 
évaluer les effets de stabilisation/régression. Après une période de 20 semaines, les souris 
ont été sacrifiées pour analyses.  
 
Les résultats montrent que dans les souris Mø-hBcl-2 Apoe-/- → Apoe-/- la progression des 
lésions est inchangée par rapport aux souris contrôles. En revanche, dans les souris Mø-hBcl-
2 →LDLr-/-, la progression des lésions est diminuée par rapport aux souris WT→ LDLr-/-.  
De manière à mieux caractériser ces lésions, nous avons quantifié le nombre de 
macrophages, le nombre de cellules apoptotiques ainsi que l’aire nécrotique. Dans les deux 
modèles de transplantation, l’augmentation de la durée de vie du macrophage n’affecte pas 
le nombre de macrophages présents dans la plaque. En revanche, nous avons observé une 
diminution de l’apoptose et de la nécrose dans les deux modèles transplantés avec la moelle 
osseuse de souris Mø-hBcl2. Ces résultats démontrent que quel que soit le modèle 
d’hypercholestérolémie, l’augmentation de la survie du macrophage augmente la stabilité 
des plaques. 
En appliquant une stratégie inverse favorisant l’apoptose des macrophages, l’étude de 
E.Thorp et coll. sur les souris déficientes pour Bcl2 (LysMCre Bcl2 flox/flox Apoe-/-) et celle de 
TA.Seimon et coll. sur les souris LysM Cre p38a flox/flox Apoe-/- montrent une augmentation de 
l’apoptose et de la nécroses sans effet majeur sur la taille des lésions (Thorp, Li et al. 2009) 
(Seimon, Wang et al. 2009). Ces études complémentaires confirment que la durée de vie des 
macrophages peut influencer la vulnérabilité des lésions d’athérosclérose sans affecter leur 
taille. 
 
La cellularité des plaques résulte d’un équilibre entre prolifération/recrutement cellulaire, et 
égression/apoptose ou efférocytose (Randolph 2014). Dans notre étude, si l’on diminue 
l’apoptose dans nos lésions mais que la population de macrophages n’augmente pas, on 
peut faire l’hypothèse qu’un autre mécanisme intervient afin de diminuer la cellularité des 
plaques. Les quatre mécanismes possibles sont une diminution de la prolifération, une 
diminution du recrutement, une augmentation de l’égression ou une meilleure efférocytose. 
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Les différents paramètres peuvent être évalués par les méthodes suivantes : 
• La prolifération des macrophages peut se mesurer par immunohistochimie avec un 
anticorps spécifique des macrophages (CD68 ; F4/80 ou Mac-3) et un marqueur de 
prolifération comme Ki67 ou le BrdU (Robbins, Hilgendorf et al. 2013).  
• L’hypothèse d’une diminution du recrutement des monocytes, peut se vérifier en 
marquant les monocytes avec des billes fluorescentes. Après injection des billes en 
intraveineuse, les monocytes Ly-6Clow captent les billes et deviennent fluorescents. 
Les Ly-6Chi peuvent être marqués avec des billes suite à l’injection de clodronate 
liposomes qui permettent de dépléter les Ly-6Clow. On peut ensuite regarder dans les 
lésions la fluorescence correspondant au recrutement des monocytes Ly-6Clow ou Ly-
6Chi (Potteaux, Gautier et al. 2011). 
• L’égression a été précédemment quantifiée en utilisant le model de régression dans 
lequel on transplante un segment de l’aorte thoracique ou de la cross aortique d’une 
souris Apoe-/- contenant de l’athérosclérose à des souris receveuses Apoe+/+ (Llodra, 
Angeli et al. 2004) (Chereshnev, Trogan et al. 2003) (Trogan, Fayad et al. 2004). Dans 
ces modèles, la lipidémie de la souris donneuse est de 1000 mg/dl et celle de la 
souris receveuse WT est de 100mg/dl. Or, dans notre étude, le différentiel de 
lipidémie est moins important, ce qui pourrait ne pas être suffisant pour le processus 
d’égression. 
• L’augmentation du processus d’efferocytose des cellules apoptotiques pourrait 
également impacter la cellularité des lésions en diminuant le nombre de cellules 
apoptotiques. En effet, les macrophages exprimant hBcl2, ayant une demi-vie 
augmentée, pourraient avoir une capacité de phagocytose plus élevée. Un moyen de 
montrer que la phagocytose des cellules apoptotiques est accrue dans nos modèles 
d’étude serait de mesurer dans les plaques l’expression des gènes impliqués dans le 
processus de phagocytose comme MERTK, MFGE8, TIMP, GAS-6 et β2-GPI. 
 
De plus, il serait intéressant de définir le phénotype des macrophages lésionnels dans notre 
étude car il a été montré qu’au cours de la régression via le modèle de transplantation de 
segment aortique, les macrophages sont caractérisés par un phénotype M2, anti-
inflammatoire (Feig, Vengrenyuk et al. 2012).  
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Dans ces plaques en régression, les macrophages expriment préférentiellement les gènes qui 
réduisent l'adhérence cellulaire, augmentant la motilité cellulaire nécessaire à l’égression. 
De plus, il a été montré que l’expression de MERTK impliqué dans le processus de 
phagocytose est augmentée dans les macrophages de type M2c (Zizzo, Hilliard et al. 2012).  
 
Le facteur de risque majeur de l’athérosclérose étant l’hypercholestérolémie, nous avons 
dosé les taux plasmatiques de cholestérol total et libre dans nos animaux. On observe une 
association entre la réduction de la taille des plaques d’athérome et une diminution des 
niveaux circulant de cholestérol dans les souris Mø-hBcl-2 →LDLr-/- comparé aux souris 
WT→ LDLr-/-. L’analyse des profils lipoprotéiques par FPLC montre également une réduction 
des VLDL et des LDL qui sont les lipoprotéines pro-athérogènes. 
La diminution du cholestérol ainsi que la diminution des lésions observées dans les souris 
Mø-hBcl-2 →LDLr-/- contrairement aux souris Mø-hBcl-2 Apoe-/- → Apoe-/- suggère que 
l’apolipoprotéine E sécrétée par les macrophages est impliquée dans ces processus. 
En effet, plusieurs études de régression ont montré que l’injection d’un adénovirus 
recombinant contenant l’apoE humaine dans des souris Apoe-/- permet de réduire les lésions 
d’athérosclérose. De plus, cet apport d’apoE permet de normaliser les lipides, de diminuer 
les VLDL, IDL, LDL (Kashyap, Santamarinafojo et al. 1995). En effet, l’apoE permet la clairance 
des lipoprotéines riches en triglycérides. L’équipe de Rader montre également que 
l’expression hépatique d’apoE3 chez les souris Apoe-/- réduit le cholestérol et permet la 
régression rapide des lésions préexistantes (Tsukamoto, Tangirala et al. 1999). 
Pour valider l’hypothèse que la diminution de la cholestérolémie est due à l’expression 
d’apolipoprotéine E par les macrophages, nous avons fait une autre expérience de 
transplantation de moelle osseuse. Nous avons transplanté de la moelle osseuse de souris 
Apoe-/- ou Mø-hBcl-2 Apoe-/- dans des souris LDLr-/-. Cette expérience permet de dépléter 
uniquement l’apoE au niveau du macrophage. 
De manière attendue, les souris Mø-hBcl-2 Apoe-/- → LDLr-/- ne montrent pas de différence 
de cholestérolémie par rapport aux souris Apoe-/- → LDLr-/- suggérant que l’apoE produite 
par le macrophage est nécessaire pour diminuer le cholestérol plasmatique dans les souris 
Mø-hBcl-2 →LDLr-/-. 
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Nous avons ensuite évalué l’effet de l’expression de hBcl2 sur le nombre de macrophages 
dans différents tissus. En quantifiant par cytométrie en flux, nous avons observé une 
augmentation des cellules de Kupffer. Cette augmentation du nombre de macrophages 
pourrait permettre une plus grande production d’apoE dans les souris Mø-hBcl-2.  
Plusieurs auteurs parlent de « système endocrinien » en référence à l’apoE. 
En effet, l’apoE serait capable de stimuler l’efflux du macrophage à la fois de manière 
autocrine et paracrine. DE.Dove et coll. montrent qu’en présence d’une faible concentration 
d’apoE, l’effet paracrine de l’apoE est diminué afin de préserver l’effet autocrine. En 
revanche, lors de fortes concentrations d’apoE, l’effet paracrine est majoritairement 
impliqué dans l’efflux de cholestérol (Dove, Linton et al. 2005). 
On peut donc faire l’hypothèse que dans les souris Mø-hBcl-2, l’effet paracrine est augmenté 
dû à une plus grande concentration d’apoE plasmatique. On peut alors supposer qu’il en 
résulte une amplification du signal. Ainsi par cette communication paracrine, l’apoE pourrait 
influencer l’homéostasie des cellules environnantes. Au niveau du foie, les cellules de 
Kupffer pourraient via l’apoE communiquer avec les hépatocytes. 
 
Il serait également possible de regarder le phénotype inflammatoire de ces souris basé sur 
l’expression de certaines protéines comme l’arginase I ou II, le mannose récepteur, l’iNOS, 
permettant de distinguer entre les phénotypes M1 et les M2. On s’attend plutôt à un 
phénotype M2 puisqu’il a été montré que l’apoE serait capable de favoriser ce phénotype 
anti-inflammatoire (Baitsch, Bock et al. 2011). 
 
L’origine des cellules de Kupffer ainsi que leur rôle dans l’homéostasie est controversée. Il a 
longtemps été admis que les macrophages tissulaires provenaient des monocytes de la 
moelle osseuse. Cependant de récentes études ont montré que les cellules de Kupffer 
murines sont des macrophages résidents originaire du sac vitellin et se maintiennent par une 
prolifération locale (Jenkins, Ruckerl et al. 2011). 
L’étude de I.Klein et coll. évalue la proportion des cellules de Kupffer issus des monocytes de 
la moelle osseuse et des macrophages issus de progéniteurs locaux à travers deux 
approches, le transfert de moelle osseuse de souris CD45.2 et la greffe de foie de souris 
CD45.2, dans des souris receveuses CD45.1. 
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Après quantification des cellules de Kupffer par cytométrie en flux, les deux approches 
(irradiation et transplantation) montrent que 99% des cellules de Kupffer sont issus du 
donneur (CD45.2) et donc dérivent des monocytes de la moelle osseuse.  
Dans cette même étude, la quantification des cellules de Kupffer par immunohistochimie 
révèle que seulement 46 % des macrophages sont issus du donneur (CD45.2), que les 
macrophages dérivent pour moitié des monocytes de la moelle osseuse et pour moitié des 
progéniteurs locaux. L’auteur explique ces différences par les méthodes employées pour 
isoler les macrophages du foie. De plus les anticorps utilisés pour quantifier les cellules de 
Kupffer ne permettent pas de distinguer les monocytes des macrophages. Cette étude révèle 
également deux populations de macrophages, des macrophages radio-sensibles et des 
macrophages radio-résistants (Klein, Cornejo et al. 2007). 
Dans notre étude, l’expérience de transfert de la moelle osseuse de souris CD45.1 dans des 
souris CD45.2 montre que 80 % des cellules de Kupffer sont issus des cellules de la moelle 
osseuse. On peut donc faire l’hypothèse que les 20% restants sont des macrophages 
résidents et/ou radio-résistant. En revanche, cette expérience confirme que la majorité des 
cellules de Kupffer des souris Mø-hBcl-2 Apoe-/- → Apoe-/- ou Mø-hBcl-2 →LDLr-/- portent le 
transgène hBcl2 et que l’augmentation observée des cellules de Kupffer est sûrement dues à 
une augmentation de leur survie. 
Les monocytes étant les précurseurs des macrophages, nous avons quantifié par cytométrie 
les deux sous populations de monocytes. Les deux modèles expérimentaux utilisés ont une 
monocytose Ly-6Clow. L’implication de ces cellules dans l’athérosclérose demeure 
controversée aujourd’hui. Au cours de l’athérosclérose, il a été montré que les deux 
populations de monocytes Ly-6Chi et Ly-6Clow sont recrutées mais que les Ly-6Clow infiltrent 
les plaques dans une moindre mesure. Il a été décrit dans la littérature qu’en l’absence 
d’inflammation, les monocytes Ly-6Chigh qui ont une durée de vie courte retournent dans la 
moelle hématopoïétique où ils perdraient l’expression du Ly-6C et deviendraient des Ly-6Clow 
(Sunderkotter, Nikolic et al. 2004) (Yona, Kim et al. 2013). 
Dans notre étude, si le recrutement des monocytes Ly-6Chigh est réduit, on peut supposer 
que ces monocytes retournent à la moelle osseuse, perdent l’expression du Ly-6C et 
deviennent des Ly-6Clow. Ce mécanisme expliquerait l’augmentation des monocytes Ly-6Clow 
dans notre étude. 
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Ces monocytes Ly-6Clow possèderaient également des fonctions de phagocytose et 
pourraient accumuler des lipides. L’étude de N. Gaudreault montre que les souris apoE 
hypomorphique ont moins de monocytes Ly-6Chi que les souris Apoe-/- (Gaudreault, Kumar et 
al. 2012) suggérant moins de recrutement des monocytes au niveau des lésions. Cette étude 
montre également qu’en présence d’apoE les monocytes accumulent moins de lipides. Dans 
notre étude, les deux modèles de souris LDLr-/- et Apoe-/- ont cette monocytose Ly-6Clow 
suggérant que cet effet n’est pas dépendant de l’apoE mais dû à l’expression du transgène. 
En revanche, il serait intéressant de quantifier les lipides cellulaires dans notre étude et de 
mesurer leur capacité de phagocytose. 
Nous avons ensuite quantifié l’expression d’apoE à la fois dans les monocytes Ly-6Clow et Ly-
6Chi. Nous avons montré que les Ly-6Clow expriment 3 fois plus d’apoE que les Ly-6Chi. De 
plus, les souris Mø-hBcl-2 LDLr-/- expriment plus d’apoE que les souris LDLr-/-. Etant donné 
que les monocytes Ly-6Clow sont augmentées dans notre étude et qu’ils expriment plus 
d’apoE, nous pouvons émettre l’hypothèse que les monocytes constituent une grande 
source d’apoE plasmatique. 
En plus de leurs rôles bien connus dans l’élimination des déchets métaboliques sanguins, 
nous supposons que les cellules de Kupffer jouent un rôle dans la clairance des 
lipoprotéines. En effet, l’article de notre équipe utilisant le modèle LysMCre Bcl-x flox/flox 
montre une diminution des cellules de Kupffer et une augmentation du cholestérol 
plasmatique. De manière cohérente avec mes travaux de thèse, on retrouve une corrélation 
inverse entre le cholestérol plasmatique et les cellules de Kupffer. Pour valider la 
participation des cellules de Kupffer dans le métabolisme de clairance des lipoprotéines, 
nous avons injecté des LDL acétylé radiomarquées dans des souris déplétées en cellules de 
Kupffer ou non. Cette expérience montre que lorsque les macrophages du foie sont absents, 
les LDL acétylés s’accumulent dans le sang et sont moins excrétés dans les fèces. De cette 
manière, nous avons validé que les cellules de Kupffer participent à la clairance des 
lipoprotéines athérogènes. Certaines études suggèrent un rôle trophique des macrophages, 
une influence du macrophage sur son environnement (Pollard 2009). Il est maintenant 
reconnu que les cellules de Kupffer peuvent agir sur les hépatocytes et orchestrer leur 
activité métabolique (Sica, Invernizzi et al. 2014), notamment dans les processus de fibrose 
et de résistance à l’insuline. En effet, une étude de W.Huang montre que la présence des 
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cellules de Kupffer est capable d’agir sur le métabolisme lipidique des hépatocytes par une 
expérience de co-culture (Huang, Metlakunta et al. 2010). Dans cette étude, la présence des 
cellules de Kupffer augmente l’estérification des triglycérides et des acides gras et diminue 
l’oxydation des acides gras dans les hépatocytes. Il serait donc intéressant de doser les 
lipides des cellules de Kupffer et des hépatocytes dans les souris Mø-hBcl-2 LDLr-/- et LDLr-/-. 
Cette communication entre les cellules de Kupffer et les hépatocytes pourrait se faire via la 
sécrétion de cytokines par le macrophage qui de plus serait différente suivant la polarisation 
des macrophages.  
 
En conclusion, nous avons observé un effet bénéfique de l’augmentation de la survie des 
macrophages. En effet, la progression des lésions d’athérosclérose est diminuée, nous avons 
des plaques plus stables c’est à dire moins vulnérables au risque de rupture et de thrombose 
et une cholestérolémie abaissée. Ces effets peuvent être expliqués par le fait que nous 
augmentons différentes sources d’apoE, les monocytes et les macrophages. En effet, nous 
avons démontré que l’apoE produite par les cellules dérivant de la moelle osseuse permet 
de diminuer le cholestérol et donc indirectement de diminuer la progression des lésions.  
De plus, nous avons montré que les cellules de Kupffer pouvaient elles-mêmes avoir un effet 
athéro-protecteur par leur capacité de clairance des lipoprotéines pro-athérogènes. Réduire 
l’apoptose du macrophage dans des lésions avancées ainsi qu’augmenter les sources d’apoE 
se révèle donc être une nouvelle cible thérapeutique potentielle. 
Cette étude a permis de faire un lien entre l’immunité innée et le métabolisme des lipides et 
montre que la modulation de l’immunité innée ne peut se faire sans influencer le 
métabolisme lipidique et inversement. Nous montrons également que étudier 
l’athérosclérose avec le modèle murin Apoe-/- nous écarte de la physiopathologie naturelle 
de l’athérosclérose. En effet, il est important de prendre en compte, que la délétion de 
l’apoE a des effets directs et indirectes majeurs sur diverses voies métaboliques et 
immunitaires. Le modèle LDLr-/- semble donc plus pertinent pour les études à visée 
thérapeutique. 
En ciblant l’apoptose du macrophage nous avons modulé les deux grandes composantes de 
l’athérosclérose, le métabolisme lipidique et le système immunitaire. Nous avons mis en 
évidence un lien mécanistique entre ces deux grandes voies et donc une cible thérapeutique 
potentielle. 
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Bouchareychas Laura – Thèse de doctorat -2014 
Résumé : 
L’athérosclérose est un processus physiopathologique chronique impliqué dans la majorité 
des maladies cardio-vasculaires. Le développement des lésions d’athérosclérose est 
caractérisé par l’accumulation de lipides extra et intracellulaires dans la paroi artérielle à 
l’origine d’une forte réponse inflammatoire impliquant notamment les macrophages. 
Les macrophages sont considérés comme des acteurs clés dans le développement des 
plaques d’athérosclérose. En effet, de par leur capacité à métaboliser le cholestérol 
(captation, stockage, efflux), à réguler l’inflammation et à phagocyter les cellules 
apoptotiques, ils exercent des fonctions pro et/ou anti-athèrogènes qui peuvent être 
modulées à des fins thérapeutiques. Dans cette perspective, nous avons évalué le pouvoir 
thérapeutique des « macrophages protégés de l’apoptose » sur la progression des lésions 
d’athérosclérose constituées. 
Nous avons démontré que l’augmentation de la survie des macrophages permet de ralentir 
la progression des lésions, de stabiliser les lésions et de diminuer la cholestérolémie. Ces 
effets athéro-protecteurs sont attribués à l’augmentation des cellules de Kupffer et des 
monocytes Ly-6Clow en partie par leur capacité à produire de l’apolipoprotéine E. Nous 
montrons également que les cellules de Kupffer participent à la clairance des lipoprotéines 
pro-athérogènes. L’augmentation du pool d’apoE ainsi que l’augmentation des cellules de 
Kupffer permettent de diminuer la cholestérolémie et ainsi de diminuer la progression des 
lésions. 
Mots clés : [Athérosclérose – Apoptose – Monocytes/Macrophages – Cholestérol – ApoE] 
Involvement of mononuclear phagocyte in the progression of atherosclerosis, and 
relationship with cholesterol and lipoprotein homeostasis 
Abstract:  
Atherosclerosis represents a chronic pathophysiological process implicated in the majority of 
cardiovascular diseases. The development of atherosclerotic lesions is characterized by an 
accumulation of extra and intracellular lipids in the arterial wall at the origin of a strong 
inflammatory response involving macrophages. 
Macrophages are considered key actors in the development of atherosclerotic plaques. 
Indeed, because of their ability to metabolize cholesterol (capture, storage, efflux), to 
regulate inflammation and to phagocyte apoptotic cells, they exert pro and/or anti-
atherogenic functions that may be modulated therapeutically. In this context, we evaluated 
the therapeutic potential of macrophages protected against apoptosis, on the progression of 
established atherosclerotic lesions. 
We have demonstrated that increased macrophage survival can slow down the progression 
of established lesions, stabilize lesion and reduce cholesterol levels. These athero-protective 
effects are attributed to the increase in Kupffer cells and Ly-6Clow monocytes partly due to 
their ability to produce apolipoprotein E. We also show that Kupffer cells are involved in the 
clearance of pro-atherogenic lipoproteins. The increase in ApoE pool and in Kupffer cells 
reduces cholesterol levels and thus lesion progression. 
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